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Internationales Aktenzeichen 
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Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
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Anmelder 
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Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

|X~| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrtworden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



b. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrtworden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzpro toko lis durchgefiihrt worden, das 
[X~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

|"X~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[ j bei der Behorde nach tragi ich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Beh6rde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[ j Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspruche haben sich ats nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I), 
j | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| 2\ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[ I Anmelder kann der BehSrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu ver6ffentlichen: Abb. Nr. 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 
| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
1 | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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das ganze Dokument 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
■A' Veroffenllichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 
alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
An me Ide datum veroffentlicht worden isl 
Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
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ausgefuhrt) 

Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedalum. aber nach 
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*T* Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedalum 
oder dem Priorrtatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundellegenden Pnnzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

'V Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kalegorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheltegend ist 

'&' Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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das ganze Dokument 


1 2 6-12 


P,X 


W0 00 31273 A (BELL STEPHEN GRAHAM 

CARMICHAEL ANGUS BISHOP (GB); WONG LUET 
L.0K () 2. Juni 2000 (2000-06-02) 
das ganze Dokument 

-/— 


1-3, 

6-12, 

15-18 



Fo<mbiatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 4 



INf ERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




Inter >nales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07253 



C^Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie* I Bezeichnung der Veroftentlichung, so we it erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Ansprucri Nr. 



p.x 



P,X 



P,X 



WO 00 09682 A (DAVIS CHRISTOPHER ;MAXYGEN 

INC (US); AFFH0LTER JOSEPH A (US); SELI) 

24. Februar 2000 (2000-02-24) 

Seite 17, Zeile 11 - Zeile 24; Abbildungen 

1-5 

Seite 37, Zeile 23 -Seite 38, Zeile 21; 
Anspruche 1-141 

LI Q S ET AL: "Directed evolution of the 
fatty-acid hydroxylase P450 BM-3 into an 
indole-hydroxylating catalyst. " 
CHEMISTRY, (2000 MAY 2) 6 (9) 1531-6. , 

XP000971670 
das ganze Dokument 

GILLAM ELIZABETH M J ET AL: "Formation of 
indigo by recombinant mammalian cytochrome 
P450. " 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 

COMMUNICATIONS, 

Bd. 265, Nr. 2, 

19. November 1999 (1999-11-19), Seiten 
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VERTRAG UBO^DIE INTERNATIONALE ZUSRMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
M/40241-PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/07253 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationaie Klassifikation und IPK 
C12N 15/53 



Anmelder 

BASF AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 9 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 



Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 




III 




IV 


□ 


V 




VI 




VII 




VIII 


□ 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



23/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



30.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Herrmann, K 

Tel. Nr. +49 89 2399 2670 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07253 



1. Grundlage des Berichts 

1 Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgeiegt wurden, ge/ten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-24 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -26 mit Telefax vom 22/1 0/2001 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-39, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: ck -r% 

Kl in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

S zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 
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□ Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



Blatt: 



Nr.: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit j 

1. Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 

m Anspruche Nr. 9-11, 13-15, 17-22, 25, 26 (teilweise). 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



IS Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. 9-11, 13-15, 17-22, 25, 26 (teilweise) sind so unklar, dafB kein 
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sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

IS Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 9-1 1 , 13-15, 17-22, 25, 26 (teilweise) sind so 
unzureichend durch die Beschreibung gestutzt, da(3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 



2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, well das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 9-23, 25, 26 

Nein: Anspruche 1-8,24 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 9-23, 25, 26 

Nein: Anspruche 1-8,24 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-26 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Dokumente 

Fur diesen internationalen vorlaufigen Prufungsbericht (IPER) werden die 
Dokumente des internationalen Recherchenbericht (ISR) vom 1 1.01.01 in der dort 
angegebenen Reihenfolge mit D1-D17 abgekurzt. 

Zu PUNKT I (Grundlage des Bescheids) 

1 Die mit Telefax vom 22.10.01 eingereichten, geanderten Anspruche 1-26 erfullen 
die Erfordernisse von Art. 34(2)(b) PCT. 

Fur die Beurteilung der Frage, pb ein Disclaimer ( Anspruch 1) zulassig ist, gibt es 
unter den PCT-Vertragsstaaten keine einheitljchen Kriterien. Nach dem EPU ist 
ein Disclaimer nur dann zulassig, wenn das zitierte Dokument nicht von 
Bedeutung fur die weitere PrCifung der beanspruchten Erfindung ist. Es mu!3 sich 
also um eine zufallig neuheitsschadliche Offenbarung handeln, welche z.B. nicht 
fur die Beurteilung der erfinderischen Tatigkeit von Bedeutung ist. Nach 
Auffassung dieser Behorde erfullt das Dokument D5 diese Erfordernisse jedoch 
nicht (keine zufallig neuheitschadliche Offenbarung). 

2 Die ursprunglich eingereichte Anmeldung enthalt 39 Seiten Sequenzprotokoll (9 
Sequenzen). 

Zu PUNKT II (Prioritat) 

Die im Recherchenbericht als P-Dokumente bezeichneten Dokumente D7, D10 
und D11 sind nicht als Stand der Technik nach Regel 64(1 )(a) PCT zu 
berucksichtigen, da der beanspruchte Prioritatstag den relevanten Teilen der 
vorliegenden Anmeldung zuerkannt werden kann. 

Zu PUNKT III (Keine Erstellung eines Gutachtens) 

1 Aus der Beschreibung (siehe z.B. Beispiele) geht klar hervor, daB es sich bei den 
drei Mutationen Phe87Val; Phe87Val, Leu188Gln bzw. Phe87Val, Leu188Gln, 
Ala74Gly der Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus B. megaterium um die 
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techhischen Merkmale handelt, welche fur die Ausfuhrung der Erfindung 
wesentlich sihd, d.h. das objektive technische Problem, die Bereitstellung einer 
Cytochrom P450-Monooxygenase mit gesteigerter Indol-Turnover-Rate 
(Produktion von Indigo oder Indirubin) (siehe S. 20, Z. 28-30), wird nur gelost, 
wenn die oben genannten Bedingungen erfullt sind. 

Da die unabhangigen Anspruche 1. 9. 13. 19. 25 und 26 nicht alle wesentlichen 
technischen Merkmale der Erfindung enthalten, erfullen sie nicht die Erfordernisse 
von Regel 6.3 PCT (siehe auch PCT Richtlinien III-4.4). Eine sinnvolle Priifung ist 
deshalb fur den Gegenstand der Anspruche 9-11. 13-15. 17-22. 25 und 26 nicht 
moglich (Art. 6 und Art. 34(4)(a)(ii) PCT). Die unabhangigen Anspruche 9. 13. 19. 
25 und 26 wurden daher unter der Voraussetzung gepruft, daB sie die 
technischen Merkmale Phe87Val; Phe87Val, Leu188Gln oder Phe87Val, 
Leu188Gln, Ala74Gly enthalten. 

2 Die unabhangigen Verfahrens- Anspruche 9. 13. 19. 25 und 26 umfassen alle 
Cytochrom P450 Monooxygenasen bakteriellen Urspruhgs, welche die 
gewunschte Eigenschaft aufweisen, zur mikrobiologischen Oxidation einer N- 
oder S-heterocyclischen ein- oder mehrkernigen aromatischen Verbindung oder 
zur Herstellung von Indigo und/oder Indirubin geeignet zu sein. Jedoch ist nur 
eine begrenzte Anzahl solcher Enzyme vollstandig offenbart (Art. 5 PCT) und 
durch die Beschreibung gestutzt (Art. 6 PCT). 

Ausser fur die drei Mutanten (Phe87Val; Phe87Val, Leu188Gln und Phe87Val, 
Leu188Gln, Ala74Gly) der Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus B. 
megaterium wurde fur keine weitere P450 Monooxygenase gezeigt, daB sie die 
gewunschte Eigenschaft aufweist. Auf S. 20, Z. 17 der vorliegenden Beschreibung 
wird offenbart, daB sogar eine definierte Einfachmutante (Leu188Gln) nur eine 
geringe Aktivitat aufweist Indol zu oxidieren. 

i 

Da die Verfahrens- Anspruche 9. 13. 19. 25 und 26 nicht die technischen 
Merkmale der oben beschriebenen Mutanten enthalten, erfullen sie nicht die 
Erfordernisse von Art. 5/6 PCT und werden daher unter der Voraussetzung 
gepruft, daB sie die technischen Merkmale Phe87Val; Phe87Val, Leu188Gln oder 
Phe87Val, Leu188Gln, Ala74Gly enthalten. 
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Zu PUNKT V (Neuheit, erf inderische Tatigkeit, gewerbl. Anwendbarkeit) 

1 Zusammenfassung der Anmeldung 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind drei Mutanten (Phe87Val; 
Phe87Val, Leu188Gln und Phe87Val, Leu188Gln, Ala74Gly) der Cytochrom P450 
Monooxygenase BM-3 aus B. megaterium. Insbesondere besagte 
Dreifachmutante, auch als "F87L188A74" bezeichnet, weist eine hohe Indol- 
Turnover-Rate zur Produktion von Indigo auf (siehe auch S. 20, Z. 17-30 der 
vorliegenden Beschreibung). 

2 Neuheit (Art. 33(2) PCT) 

2.1 Der Gegenstand von Anspruchen 9-23. 25 und 26 ist der Offentlichkeit durch den 
zur Verfugung stehenden Stand der Technik nicht zuganglich gemacht worden 
und kann daher als neu betrachtet werden. 

2.1 Der Gegenstand der Anspruche 1-8 und 24 erfullt nicht die Anforderungen von 
Art. 33(2) und 33(3) PCT. 

2.2 D14 offenbart eine Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus B. megaterium 
mit veranderter Substratspezifitat, welche eine Mutation an Aminosaureposition 
87 aufweist (Phe87Ala). Anspruche 1-8 sind daher in der gegenwartigen Form 
unter Art. 33(2) und 33(3) PCT nicht gewahrbar. 

2.3 Die IPEA ist der Auffassung, da3 D14 auch neuheitsschadlich fur den 
Gegenstand von Anspruch 24 ist. 

2.4 Es wird darauf hingewiesen, daf3 Ausdrucke wie "gegebenenfalls" ( Anspruche 1 . 
10 und 25 ) keine Beschrankung des Schutzumfangs des Patentanspruchs 
bewirken, d.h. das nach einem derartigen Ausdruck stehende Merkmal ist als 
ganz und gar fakultativ bzw. optional (nicht zwingend) zu betrachten (Richtlinien 
C-lll, 4.6). 

Die "Funktion" der Cytochrom P450 Monooxygenase ist in Anspruch 1 nur vage 
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definiert (Begriff "gegebenenfalls"). Daher bewirken die Ausdrucke "funktionelle 
Mutation" ( Anspruch 1 ) und "funktionale Aquivalente" ( Anspruch 3 ) keine 
Einschrankung des Schutzumfang besagter Anspruche. 

3 Erfinderische Tatigkeit (Art. 33(3) PCT) 

3. 1 Der Gegenstand der Anspruche 9-23. 25 und 26 ergibt sich nicht in naheliegender 
Weise aus dem zur Verfugung stehenden Stand der Technik und erfullt daher die 
Erfordernisse von Art. 33(3) PCT. 

3.2 D5 und D14 offenbaren bereits Cytochrom P450 Monooxygenasen BM-3 aus B. 
megaterium mit veranderter Substratspezifitat. Das Enzym von D5 weist z.B. eine 
Mutation an Aminosaureposition 87 auf (Phe87Val). Das Enzym von D14 weist 
ebenfalls eine Mutation an Aminosaureposition 87 aufweist (Phe87Ala). 
Cytochrom P450 Monooxygenasen mit veranderter Substratspezifitat wurden 
ebenfalls bereits in D1, D3, D4, D6, D15 und D16 beschrieben. 

3.3 Vor dem Prioritatstag der vorliegenden Anmeldung ist es ebenfalls gelungen, 
Indigo auf mikrobiologischem Weg herzustellen ("It is well-established that indigo 
may be prepared by microbial transformation") (siehe D5, S. 1533, rechte Spalte, 
Zitate 28 und 29 und Abb. 1). Auch D12 beschreibt bereits eine Methode zur 
Herstellung von Indigo unter Verwendung von rekombinanten Bakterien. 

3.4 Der Stand der Technik beschreibt jedoch nicht auf naheliegende Weise ein 
Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation/Herstellung einer in den unabhangigen 
Anspruchen definierten Verbindungen, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
Mutante der Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus B. megaterium 
verwendet, wobei die Mutante wenigstens eine der drei Mutationen Phe87Val; 
Phe87Val, Leu188Gln oder Phe87Val, Leu188Gln, Ala74Gly aufweist. 

4 Industrielle Verwertbarkeit (Art. 33(4) PCT) 

Anspruche 1-26 erfullen die Anforderungen von Art. 33(4) PCT. 
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Zu PUNKT VI 



Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 



Anmelde Nr. 
Patent Nr. 



Veroffentlichungsdatum 
(Tag/MonaVJahr) 

02.06.00 
24.02.00 



Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(T ag/Monat/Jahr) 



WO0031273 
WO0009682 



19.11.99 
12.08.99 



19.11.98 
12.08.98 



Besagte Dokumente sind zwischen dem Prioritatstag und dem Anmeldetag der 
vorliegenden Anmeldung veroffentlicht worden und sind daher nicht als Stand der 
Technik im Sinne von Regel 64(1 )(b) PCT anzusehen. WO0031273 (D8) und 
WO0009682 (D9) beanspruchen jedoch ein fruheres Prioritatsdatum als die 
vorliegende Anmeldung und werden daher in der regionalen Phase fur die 
Beurteilung der Neuheit des beanspruchten Gegenstands von Bedeutung sein. 

Zu PUNKT VII (Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung) 

Aufgrund der Vielzahl unabhangiger Anspruche mangelt es der Anmeldung 
insgesamt an Knappheit (Regel 6.1(a) PCT). 4 unabhangige Anspruche beziehen 
sich auf keinen anderen Anspruch. Die unabhangigen Anspruche 9. 13 19, 25 und 
2 befassen sich z.B. alle mit einem "Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation 
einer Verbindung". 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EPOO/07253 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 



□ 



the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages 

pages 



1-24 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



/\ the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-26 



_, filed with the letter of 22 October 2001 (22.10.2001) 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-39 



, as originally filed 

, , filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item.. 1 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language ' which is: 

| 1 the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
1 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

^ contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently fu.nished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



El 
□ 
□ 
□ 



4. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 

I 1 the drawings, sheets/fig 



^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP 00/07253 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been fiimished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to tlie report since they do not contain amendments.) : 



Documents 

For this international preliminary examination 
report the documents of the international search 
report dated January 11, 2001 are abbreviated as 
D1-D17 in the order specified therein. 



1. Claims 1-26 amended by fax submitted on October 22, 
2001 meet the requirements of- PCT .Article 34 (2) (b). 

The PCT Contracting States do not have uniform 
criteria for assessing whether a disclaimer ( Claim 
_1) is permissible. According to the PCT, a 
disclaimer is only permissible if the cited 
document is of no significance for the further 
examination of the claimed invention. Therefore it 
must involve a coincidental disclosure prejudicial 
to novelty which, for example, is of no 
significance for the evaluation of inventive step. 
However, in the opinion of this authority document 
D5 does not meet these requirements (no 
coincidental disclosure prejudicial to novelty) . 

2. The application originally submitted contains 39 
pages of sequence protocols (9 sequences). 
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II. Priority 



□ 



This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

1 1 copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

1 1 translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

^ j~J This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid. 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 

See the supplemental box 
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International application No. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 



Documents D7 , D10 and Dll identified in the search report 
as P documents cannot be considered as prior art under 
PCT Rule 64.1(a) as the claimed priority date can be 
granted to the relevant parts of the present application. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/07253 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



1 1 the entire international application. 



claims Nos. 9-1 1.13-15.1 7-22.25 .26 (in part) 



because: 



□ 



the said international application, or the said claims Nos. 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



^ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 9-1 1.13-15.17-22.25.26 Tin part) 



' c-r\ nnol r tint r>r\ m^ioinnfn) nninirtn r-r\i iliH K*» ff\t-m**A / r n 



the claims, or said claims Nos. 9-1 1.13-15.17-22.25,26 (in part) are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 



| ] no international search report has been established for said claims Nos. 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (July 1998) 



International application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT /EP 00/07253 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) m 

Continuation of: 1 1 1 

1. From the description (see examples) it is clear 

that the three mutations Phe87Val; Phe87Val, 
Leul88Gln or Phe87Val, Leul88Gln and Ala74Gly of 
the cytochrome P450 monooxygenase BM-3 from 
B.megaterium involve technical features which are 
important for carrying out the invention, i.e. the 
objective technical problem - the preparation of a 
cytochrome P-450 monooxgenase with increased indole 
turnover rate (production of indigo or indirubin) 
(see page 20, lines 28-30) - is only solved if the 
above-mentioned conditions are fulfilled. 

Because the independent Claims 1,9,13,19, 25 and 26 
do not contain all the essential technical features 
of the invention they do not meet the requirements 
of PCT Rule 6.3 (see also PCT Guidelines III-4.4). 
A meaningful examination is therefore impossible 
for the subject matter of Claims 9-11, 13-15, 17- 
22, 25 and 26 (PCT Articles 6 and 34 (4) (a) (ii) ) . 
The independent Claims 9, 13, 19, 25 and 26 were 
therefore examined on the assumption that they 
contain the technical features Phe87Val; Phe87Val, 
Leul88Gln or Phe87Val, Leul88Gln and Ala74Gly. 

2. The independent method Claims 9, 13, 19, 25 and 26 
all cover cytochrome P450 monooxygenases of 
bacterial origin which display the desired 
characteristic of being suitable for 
microbiological oxidation of an N or S 
heterocyclical mono- or multinuclear aromatic 
compound, or for the production of indigo and/or 
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Supplemental Box 

(To be u sed when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 1 1 1 

indirubin. However, only a limited number of such 
enzymes have been fully disclosed (PCT Article 5) 
and supported by the description (PCT Article 6) . 

Apart from the three mutations (Phe87Val; Phe87Val, 
Leul88Gln and Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly) of the 
cytochrome P450 monooxygenase Bm-3 from 
B.megaterium f there is no indication that any other 
P450 monooxygenases contain the desired 
characteristic. Page 20, line 17 of the present 
description discloses that even a specific single 
mutation (Leul88Gln) only demonstrates a low 
indole -oxidising activity . 

Since the method Claims 9, 13, 19, 25 and 26 do not 
contain the technical features of the mutations 
described above, they do not meet the requirements 
of PCT Articles 5 and 6 and are therefoxe examined 
on the assumption that they contain the technical 
features Phe87Val; Phe87Val, Leul88Gln or Phe87Val, 
Leui88Gln and Ala74Gly. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



9-23,25,26 



1-8,24 



9-23,25,26 



1-8,24 



1-26 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



1 . Summary of the application 

The present application concerns three mutations 
(Phe87Val; Phe87Val, Leul88Gln and Phe87Val, Leul88Gln and 
Ala74Gly) of the cytochrome P450 monooxygenase BM-3 from 
B.megaterium. In particular the said triple mutation, also 
identified as " F87L188A7 4 " , displays a high indole 
turnover rate for the production of indigo (see also page 
20, lines 17-30 of the present application) . 

2. Novelty (PCT Article 33(2)) 

2.1 The subject matter of Claims 9-23, 25 and 26 has not 
been made public in the existing prior art and 
therefore can be considered novel. 

2.2 The subject matter of Claims 1-8 and 24 does not 
meet the requirements of PCT Article 33(2) and 
33(3). 

2.3 D14 discloses a cytochrome P450 monooxygenase Bm-3 
from B . megaterium with altered substrate 
specificity which displays a mutation at amino acid 
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position 87 (Phe87Ala) . Therefore, Claims 1-8 cannot 
be accepted in their current form under PCT Article 
33 (2) and (3) . 

2.4 The international preliminary examining authority is 
of the opinion that D14 is also prejudicial to 
novelty for the subject matter of Claim 24 . 

2.5 It should be noted that expressions such as 
"optionally" ( Claims 1, 10 and 25 ) do not restrict 
the scope of a claim. Consequently any feature 
preceded by such an expression is regarded as 
entirely optional (not compulsory) (see PCT 
Guidelines, Chapter III, 4.6) 

The "function" of the cytochrome P450 monooxygenase 
is only vaguely defined in Claim 1 (concept 
"optionally") . For this reason the expressions 
"functional mutation" ( Claim 1) and "functional 
equivalents" ( Claim 3) do not restrict the scope of 
protection for the said claims. 

3. Inventive Step (PCT Article 33(3)) 

3.1 The subject matter of Claims 9-23, 25 and 26 are not 
obvious from the available prior art and therefore 
meet the requirements of PCT Article 33(3). 

3.2 D5 and D14 already disclose cytochrome P450 
monooxygenases Bm-3 from B . megaterium with altered 
substrate specificity. For example, the enzyme in D5 
displays a mutation at amino acid position 87 
(Phe87Val) . The enzyme in D14 also displays a 
mutation at amino acid position 87 (Phe87Ala) . 
Cytochrome P450 monooxygenases with altered 
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substrate specificity have also already been 
described in Dl , D3 , D4 , D6, D15 and D16. 

3.3 Before the priority date of the present application 
it had been possible to produce indigo 
microbiologically ("It is well-established that 
indigo may be prepared by microbial transformation") 
(see D5, page 1533, right-hand column, references 28 
and 29 and Figure 1) . D12 has also already described 
a method for the production of indigo using 
recombinant bacteria . 

3.4 However, the prior art does not obviously describe a 
method for the microbiological oxidation of a 
compound identified in the independent claims, 
characterised by the fact that it uses a mutation of 
cytochrome P450 monooxygenase BM-3 from B. 
megaterium in which the mutant contains at least one 
of the three mutations Phe87Val; Phe87Val, Leul88Gln 
or Phe87Val, Leul88Gln or Ala74Gly. 

4. Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

Claims 1-26 meet the requirements of PCT Article 
33 (4) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Application No. Publication date Filing date Priority date (valid claim) 

Patent No. (day/month/year) (day/month/year) (day/month/year) 



WO0031273 02.06.00 19.11.99 19.11.98 

WO0009682 24.02.00 12.08.99 12.08.98 

The said documents were published between the priority 
date and the filing date of the present application and 
therefore cannot be considered as prior art within the 
meaning of PCT Rule 64.1(b). However, WO0031273 (D8) and 
WO0009682 (D9) claim an earlier priority date than the 
present application and will therefore be of significance 
in the regional phase for assessing the. novelty of the 
claimed subject matter. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Due to its many independent claims the application 
displays an overall lack of clarity (PCT Rule 6.1(a)). 
Four of the independent claims refer to no other claim. 
For example, the independent Claims 9, 13, 19 25 and 2 
all relate to a "method for the microbiological oxidation 
of a compound". 
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Patentanspruche: 

1 . Cytochrom P450 Monooxygenasp. wplr.he 7w wenigstens einer der folgenden 
Reaktionen befahigt ist: 

a) Oxidation gegebenenfalls substituierter N-, O- oder S-l leterocyclischer 
ein- oder mehrkerniger aromatischer Verbindungen; 

b) Oxidation gegebenenfalls substituierter ein- oder mehrkerniger Aroma- 
ten; 

c) Oxidation geradkettiger Oder verzweigter Alkane und Alkene; 

d) Oxidation gegebenenfalls substituierter Cycloalkane und Cycloatkene; 

wobei die Monooxygenase abgeleitet ist von Cytochrom P450 Monooxygena- 
se BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemali SEQ 
ID NO:2, welche wenigstens eine funktionelletMutation in wenigstens einem 
der Aminosauresequenzbereiche 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 330-335, 
352-356, 73-82 und 86-88 aufweist: ausgenommen der Einfachmutante 
Phe87Val. 

2. Monooxygenase nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass sie we- 
nigstens eine funktionelle Mutation in wenigstens einem der Sequenzbereiche 
73-82, 86-88 und 172-224 aufweist. 

3. Monooxygenase nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie we- 
nigstens eine der folgenden ein- oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen 
aufweist: 

a) Phe87Val, LeulOOGInroder ; — — 



b) Phe87Val, Leu188Gln, Ala74Gly; 

sowie funktionale Aquivalente davon, welche zu wenigstens einer der obigen 
Oxidationsreaktionen befShigt sind. 

Nukleinsauresequenz, kodierend fur eine Monooxygenase nach einem der 

GEANOEfflTES BLATT WKKSB^ 1 ' 



vorherigen Ansprticha 



5. Expressionskonstrukt, enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer 
Nukleinsauresequenzen eine kodierende Sequenz, welche eine Nukleinsau- 
resequenz nach Anspruch 4 umfasst 

6. Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt nach Anspruch 5. 

7. Rekombinanter Mikroorganisrnus, transformiert mit wenigstens einem Vektor 
nach Anspruch 6. 

8. Mikroorganisrnus nach Anspruch 7, ausgewahlt unter Bakterien der Gattung 
Escherichia. 

9. Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation einer N- Oder S-heterocyciischen 
ein- oder mehrkernigen aromatischen Verbindung, dadurch gekennzeichnet, 
dass man 

a1) einen rekombinanten Mikroorganisrnus, welcher eine Cytochrom P450 
Monooxygenase DaKtertellen Ursprunys exprlmlerl, In eluem KuliurmeUIum, in 
(^AgAnwflrt Ain<=« Avngprifin nciar intRrmfidiar g«hilrlRtftn finhstrate. kultivrert: 
oder 

a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmedium mit einer Cytochrom P450 Mo- 
nooxygenase bakteriellen Ursprungs inkubiert; und 

b) das gpbilctete OviHatinnftpmHulcl nri^r pin FnlrjAprnrinlrl' rlsn/nn aiir rlftm 

Medium isoliert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9 t dadurch gekennzeichnet, dass das exogene o- 
der intermedin gebildete Substrat ausgewahlt ist unter gegebenenfails substi- 
tuierten N- oder S-heterocyclischen ein- oder mehrkernigen aromatischen — 
Verbindungen. 

GEAnDERTES BLATf fj| 
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11. 



3 

Verfahren nach Anspruch 9 Oder 10, wobei die Monooxygenase eine Mutanta 
nach einem der Ansprtiche 1 bis 3 einschlieBIich der Mutante Phe87Val ist 



12. Verfahren nach Anspruch 11 , wobei die Mutante wenigstens eine der folgen- 
5 den em- Oder mehrfachen AminosSuresubstitutionen aufweist: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87VaI. Leu 188Gln; oder 

c) Phe87Val, Leu188Gln, Ala74Gly. 

10 13. Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation einer Verbindung gemali der Defi- 
nition in Anspruch 1 b), c) oder d), dadurch gekennzeichnet. dass man 
a1) einen rekombinanten Cytochrom P450 produzierenden Mikroorganis- 
mus nach Anspruch 7 oder 8 in einem Kulturmedium, in Gegenwart eines e- 
xogenen oder intermediar gebildeten Substrats, kultiviert; oder 

15 a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmedium mit einer Cytochrom P450 Mo- 

nooxygenase nach einem der Ansprtiche 1 bis 3 inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt dayon aus dem 
Medium isoliert: 

wobei die Monooxygenase-Mutante Phe87Val nicht ausgeschlossen ist. 

20 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch (^kpjon^fiiriinet^ 
oder intermediar gebildete Substrat ausgewahlt ist unter: 

a) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkernigen Aromaten; 

b) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

25 c) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalkenen. 

1 5. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobei die Monooxygenase eine Mutan- 
te nach einem der Ansprtiche 1 bis 3 einschliefilich der Mutante Phe87Val ist. 

30 



16. 



Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Mutante wenigstens eine derfolgen- 



den ein- oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen aufweist: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leu1 88Gln; oder 

c) Phe87Val, Leu188Gln f Ala74Gly. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 9 bis 16. dadurch gekennzeichnet, 
dass man als exogenes Substrat wenigstens eine Verbindung, ausgewMhlt 
unter den oben definierten Gruppen a) bis d) von Verbindungen, einem Medi 
urn zusetzt und die Oxidation durch enzymatische Umsetzung des substrat- 
haltig<=>s Mediums in Gf»o^ nVA/?lrf x/nn SaiiArstnfP h^i pinpr TftmpArAtnr vnn P.t- 
wa 20 bis 40 °C und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 durchfiihrt wobei das 
substrathaltige Medium auGerdem bezogen auf das Substrat einen etwa 10- 
bis 100-fachen molgren Qberschuli an Reduktionsaquivaienten enthait. 

Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass man als exoge- 
nes Substrat eine Verbindung, ausgewahlt unter Indol, n-Hexan, n-Octan, n- 
Decan, n-Dodecan, Gumol, 1-Mcthylindol, 5-Ci» odor Br Indole Indon, Bon - — 
zothiophen, a-, p- oder y-lonon, Acridin, Naphthalin, 6-Methyl- oder 8- 
Methylchinolin, Chinolin und Chinaldin. einsetzt 

Verfahren zur mikrobiologischen Produktion von Indigo und/oder Indirubin, 
dadurch gekennzeichnet, dass man 

a1) einen rekombinanten, eine Indol-oxidierende Cytochrom P450 produ- 
zierenden Mikroorganismus in einem Kulturmedium, in Gegenwart von exo- 
genem oder intermedin gebildetem Indol. kultiviert; oder 

a2) ein tndol-haltigea Reaktionomedium mit einer Indol-oxidierenden Cy- 
tochrom P450 Monooxygenase inkubiert; und 

b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt davon aus dem 
Medium isoliert; 

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man aus dem 







5 



21. 

5 

22. 

10 

23. 

15 

24. 

20 

25. 

.25 
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Medium das anfallende Indigo und/oder Indirubin isoliert, welches durch. Oxi- 
dation von intermedia/ gebildetem Indol erzeugt wurde. 

Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass man die Indolo- 
xidation durch Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff 
bei einer Kultivierungstemperatur von etwa 20 bis 40 °C und einem pH-Wert 
von etwa-6 b:c 0 durchfiihrt. 

Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei die Mpnooxygenase eine Mutan- 
te nach einem der AnsprOche 1 bis 3 einschliefilich der MUtante Phe87Val ist. 

Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Mutante wenigstens eine der folgen- 
den ein- oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen aufweist: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leu188Gln; oder 

c) Phe87Val, Leu188fcln, Ala74Gly. 

Bioreaktor, umfassend ein Enzym nach einem der AnsprOche 1 bis 3 oder 
einen rekombinanten Mikrobrganismus nach einem der AnsprOche 7 oder 8 in 
immobilisierter Form. 

Verwendung einer Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der An- 
sprOche 1 bis 3, eines Vektors nach Anspruch 6, oder eines Mikroorganismus 
nach Anspruch 7 oder 8 zur mikrobiologischen Oxidation von 

a) gegebenenfalls sUbstituierten N-, O- oder S-heterocyclischen ein- oder 
mehrkernigen aromatischen Verbindungen; 

b) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkernigen Aromaten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen;. und/oder 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkahen und Cycloalkenen. 
wobei die Monooxygenase-Mutante Phe87Val nicht ausgeschlossen ist. 
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26. Verwendung eines Indol-oxidierenden Cytochrom P450 produzierenden Mik- 
rooFganismus zur Herstellung von Indigo und/oder Indirubin. 
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A cytochrome P450 monooxygenase which is capable of at least 
one of the following reactions: 

a) oxidation of unsubstituted or substituted N-, O- or 
S-heterocyclic mono- or polynuclear aromatic compounds; 

b) oxidation of unsubstituted or substituted mono- or 
polynuclear aromatics; 

c) oxidation of straight-chain or branched alkanes and 
alkenes ; 

d) oxidation of unsubstituted or substituted cycloalkanes 
and cycloalkenes . 

A monooxygenase as claimed in claim 1, derived from 
cytochrome P450 monooxygenases of bacterial origin. 

A monooxygenase as claimed in claim 2, derived from 
cytochrome P450 monooxygenase BM-3 from Bacillus megaterium 
having an amino acid sequence according to SEQ ID NO: 2, which 
has at least one functional mutation in at least one of the 
amino acid sequence regions 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 
330-335, 352-356, 73-82 and 86-88. 

A monooxygenase as claimed in claim 3, which has at least one 
functional mutation in at least one of the sequence regions 
73-82, 86-88 and 172-224. 

A monooxygenase as claimed in claim 4, which has at least one 
of the following mono- or polyamino acid substitutions: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; or 

c) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 
and functional equivalents thereof. 

A nucleic acid sequence coding for a monooxygenase according 
to one of the preceding claims. 

An expression construct comprising, under the genetic control 
of regulatory nucleic acid sequences, a coding sequence which 
comprises a nucleic acid sequence according to claim 6. 

A vector comprising at least one expression construct 
according to claim 7. 
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A recombinant microorganism transformed by at least one 
vector as claimed in claim 8 . 

A microorganism as claimed in claim 9, selected from bacteria 
of the genus Escherichia . 

A process for the microbiological oxidation of a compound as 
defined in claim 1, which comprises 

al) culturing a recombinant microorganism as claimed in claim 
9 or 10 in a culture medium, in the presence of an 
exogenous or intermediately formed substrate; or 

a2 ) incubating a substrate-containing reaction medium with an 
enzyme as claimed in one of claims 1 to 5; and 

b) isolating the oxidation product formed or a secondary 
product thereof from the medium. 

A process as claimed in claim 11, wherein the exogenous or 
intermediately formed substrate is selected from the group 
consisting of 

a) unsubstituted or substituted O- or S-heterocyclic 
mono- or po.lynuclear aromatic compounds ; 

b) unsubstituted or substituted mono- or polynuclear 
aromatic s ; 

c) straight-chain or branched alkanes and alkenes; 

d) unsubstituted or substituted cycloalkanes and 
cycloalkenes . 

A process as claimed in claim 12, wherein the substrate is 
intermediately formed indole and the indigo and/or indirubin 
which is generated by oxidation of intermediately formed 
indole is isolated from the medium. 

A process as claimed in claim 13, wherein the indole 
oxidation is carried out by culturing the microorganisms in 
the presence of oxygen at a culturing temperature of 
approximately 20 to 40°C and a pH of approximately 6 to 9 . 

A process as claimed in claim 11, wherein, as exogenous 
substrate, at least one compound selected from the compound 
groups a) to d) defined above is added to a medium and the 
oxidation is carried out by enzymatic conversion of the 
substrate-containing medium in the presence of oxygen at a 
temperature of about 20 to 40°C and a pH of about 6 to 9, 
where the substrate-containing medium additionally contains 
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an about 10- to 100-fold molar excess, based on the 
substrate, of reduction equivalents. 

16. A process as claimed in claim 15, wherein the exogenous 
5 substrate used is a compound selected from the group 

consisting of indole, n-hexane, n-octane, n-decane, 
n-dodecane, cumene, 1-methylindole, 5-C1- or Br-indole, 
indene, benzothiophene , a— (3— and Y-i° none / acridine, 
naphthalene, 6-methyl- or 8-methylquinoline , quinoline and 
10 quinaldine. 

17. A bioreactor comprising an enzyme as claimed in one of claims 
1 to 5 or a recombinant microorganism as claimed in one of 
claims 9 or 10 in immobilized form. 

15 

18. The use of a cytochrome P450 monooxygenase as claimed in one 
of claims 1 to 5, of a vector as claimed in claim 8, or of a 
microorganism as claimed in claim 9 or 10 for the 
microbiological oxidation of 

20 

a) unsubstituted or substituted O- or S-heterocyclic 
mono- or polynuclear aromatic compounds; 

b) unsubstituted or substituted mono- or polynuclear 
aromatic s ; 

25 c) straight-chain or branched alkanes and alkenes; and/or 

d) unsubstituted or substituted cycloalkanes and 
cycloalkenes . 

19. The use as claimed in claim 18 for the preparation of indigo 
30 and/or indirubin. 
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Abstract 

The invention relates to novel cytochrome P450 monooxygenases 
5 with modified substrate specificity, nucleotide sequences coding 
therefor, expression constructs and vectors comprising these 
sequences, microorganisms transformed therewith, processes for 
the microbiological oxidation of various organic substrates, such 
as, for example processes for the preparation of indigo and 
10 indirubin. 
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We claim: , 

1. A cytochrome P450 monooxygenase which is capable of at least 
5 one of the following reactions: 

a) oxidation of optionally substituted N-, 0- or 
S-heterocyclic mono- or polynuclear aromatic compounds- 

b) oxidation of optionally substituted mono- or polynuclear 
aromatics ; 

10 c) oxidation of straight-chain or branched alkanes and 
alkenes; 

d) oxidation of optionally substituted cycloalkanes and 
cycloalkenes; 



15 



where the monooxygenase is derived from cytochrome P450 
monooxygenase bm-3 from Bacillus megaterium having an amino 
acid sequence according to SEQ ID NO: 2, which has at least 
one functional mutation in at least one of the amino acid 
sequence regions 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 330-335, 
20 352-356, 73-82 and 86-88; except. the single mutant Phe87Val. 

2- A monooxygenase as claimed in claim which has at least one 
functional mutation in at least one of the sequence regions 
73-82, 86-88 and 172-224. t 

25 

3. A monooxygenase as claimed in claimJL, which has at least one 
of the following mono- or polyamino acid substitutions: 

a) PheB7Val, Leul88Gln; or 

b) Phe87Val, Leul8BGln, Ala74Gly ; 

30 and functional equivalents thereof which are capable of at 

least one of the above oxidation reactions. 



A nucleic acid sequence coding for a monooxygenase according 
to one of the preceding claims. 
35 / 

5. An expression construct comprising, under the genetic control 
of regulatory nucleic acid sequences, a coding sequence which 
comprises a nucleic acid sequence according to claim 4. 

40 6. a vector comprising at least one expression construct 
according to claim 5. 



7. 
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A recombinant microorganism transformed by at least one 
vector as claimed in claim 6. 
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. A microorganism as claimed in claim 7, selected from bacteria 
of the genus Escherichia. — " 

y A process for the microbiological oxidation of an N- or 

S-heterocyclic mono- or polynuclear aromatic compound, which 
comprises 

al) culturing a recombinant microorganism which expresses a 
cytochrome P450 monooxygenase of bacterial origin in a 
culture medium, in the presence of an exogenous or 
intermediately formed substrate; or 

a2) incubating a substrate-containing reaction medium with a 
cytochrome P450 monooxygenase of bacterial origin; and 
b) isolating the oxidation product formed or a secondary 
product thereof from the medium. 

A process as claimed in claim 9, wherein the exogenous or 
intermediately formed substrate is selected from optionally 
substituted N- or S-heterocyclic mono- or polynuclear 
aromatic compounds . 

A process as claimed in claim / or 10 , where the 
monooxygenase is a mutant as /l aimed in any of claims 1 to 3, 
including the mutant Phe87Va4* 



30 




25 12. A process as claimed in claim 11, where the mutant has at 
least one of the following morio^ or polyamino acid 
substitutions: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; or 

c) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly. 



3. A process for microbiological oxidation of a compound as 
defined in claim lb), c) or d), whifch comprises 
al) culturing a recombinant cytochrome P450-producing 
microorganism as claimed in claifa 7 or 8 in a culture medium, 
in the presence of an exogenous/ or intermediately formed 
substrate; or / 

a2) incubating a substrate^ontaining reaction medium with a 
cytochrome P450 monooxygen/se as claimed in any of claims 1 
to 3; and / 

b) isolating the oxidation product foimed or a secondary 
product thereof from the medium; 

where the monooxygenafee mutant Phe87Val is not excluded. 



40 



45 



14. A process as claimed in claim 13, wherein the exogenous or 
intermediately formed substratr"is selected from: 
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a) optionally substituted mono- or polynuclear aromatics; 

b) straight-chain or branched alkanes and alkenes; 

c) optionally substituted cyclpalkanes and cycloalkenes, 

S / 

15. A process as claimed in cl/im 13 or 14 , where the 

monooxygenase is a mut^ftyas claimed in any of claims 1 to 3, 
including the mutant Pha87Val. 

10 16, A process as claimed in claim 15^ where the mutant has at 
least one of the following mono- or polyaroino acid 
substitutions: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; or 

15 c) Phe87Val # Leul88Gln, Ala74Gly. 

A process as claimed in any of claims a/to 16, wherein, as 
exogenous substrate, at lea3t one coitrofound selected from the 
groups a) to d) of compounds defined/above is added to a 
medium and the oxidation is carriers out by enzymatic reaction 
of the substrate-containing medium in the presence of oxygen 
at a temperature of approximately 20 to 4 0°C and a pH of 
approximately 6 to 9, where thfe substrate-containing medium 
additionally contains an apnafoximately 10- to 100-fold molar 
excess of reduction equivalents based on the substrate • 
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18. A process as claimed in claim 17 , wherein, as exogenous 
substrate, a compound selected from indole, n-hexane, 
30 n-octane, n-deoane, n-dodecane, cumene, 1-methylindole, a-, 0- 

or v-ionone, acridine, naphthalene, 6 -methyl- or 
8-methylquinoline, quinoline and quinaldine is employed. 

A process for the microbiological production of indigo and/or 
indirubin, which comprises 

al) culturing a recombinant microorganism which produces an 
indole-oxidizing cytochrome /P450 in a culture medium, in the 
presence of exogenous or intermediately formed indole; or 
a2) incubating an indole^ontaining reaction medium with an 
40 indole-oxidieing cytoch/ome P450 monooxygenase; and 

b) isolating the oxi/dation product formed or a secondary 
product thereof from/the medium; 

20. a process as claimed in claim j^, wherein the indigo and/or 
indirubin obtained, which was produced by oxidation of 
intermediately formed indole, is isolated from the medium. 
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21. A process as claimed in claim 20, wherein the indole 

oxidation is carried out by cuTTOring the microorganisms in 
the presence of oxygen at a culturing temperature of 
approximately 20 to 40°C and a pH of approximately 6 to 9. 

22- A process as claimed in claim 20 or 21 , wttkre the 

monooxygenase is a mutant as claimed iny&ny of claims 1 to 3 
including the mutant Phe87val. 



A process as claimed in claim 22, yhere the mutant has at 
least one of the following mono- jbx polyamino acid 
substitutions : 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; ox 

c) Phe87Val, Leul88Gln,/&JLa74Gly . 
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24. A bioreactor comprising an enzyme as claimed in one of claims 
1 to 3 or a recambisfant microorganism as claimed in one of 
claims 7 or 8 in ijfunobilized form. 
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The use of a cytochrome P450 monooxygenase as claimed in one 
of claims 1 to 3, of a vector as chimed in claim 6, or of a 
microorganism as claimed in claim fl or 8 for the 
microbiological oxidation of 

a) optionally substituted 0/ or S-heterocyclic mono- or 
polynuclear aromatic compounds^ 

b) optionally substitut^Jmonp- or polynuclear aromatics; 

c) straight-chain or brjkijhheA alkanes and alkenes; and/or 

d) optionally substituj^tNyycloalkanes and cycloalkenes, 
where the monooxygenase mutant Phe87Val is not excluded. 

The use of a microorgan/sm producing indole-oxidizing 
cytochrome P450 for ther preparation of indigo and/or 
indirubin* 
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Neue Cytochrom P450-Monooxygenasen und deren Verwendung zur Oxi- 
dation von organischen Verbindungen 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Cytochrom 
P450-Monooxygenasen mit veranderter Substratspezif itat, welche 
zur Oxidation organischer Substrate , wie z.B. N-heterocyclischer 

10 aromatischer Verbindungen , befahigt sind, dafiir kodierende Nu- 
kleotidsequenzen, diese Sequenzen enthaltende Expressionskon- 
strukte und Vektoren, damit trans formierte Mikroorganismen, Ver- 
fahren zur mikrobiologischen Oxidation unterschiedlicher , organi- 
scher Substrate , wie N-heterocyclischer aromatischer Verbindungen 

15 und insbesondere Verfahren zur Hers tel lung von Indigo und Indiru- 
bin. 

Enzyme mit neuartigen Funktionen und Eigenschaf ten konnen entwe- 
der durch Screening natiirlicher Proben oder durch Protein Engi- 
neering bekannter Enzyme bereitgestellt werden. Die letztgenannte 

20 Methode kann unter Umstanden die geeignetere sein, um Eigenschaf - 
ten zu induzieren, deren Generierung auf dem Wege natiirlicher 
Selektion unwahrscheinlich ist. Trotz zahlreicher Anstrengungen 
zum Engineering von Enzymen gibt es bisher nur wenige erfolgrei- 
che Studien zur Forderung der katalytischen Aktivitat von Enzym- 

25 mutanten beziiglich eines bestimmten Substrates (1-10). In diesen 
bekannten Fallen sind die Substrate strukturell eng verwandt mit 
dem nativen Substrat des jeweiligen Enzyms. Bisher gibt es keine 
Berichte uber ein erf olgreiches Engineering von Enzymen , welche 
nach der Modifikation die Umsetzung einer Verbindung katalysie- 

30 ren, welche strukturell vollig verschieden vom nativen Substrat 
des Enzyms ist- 

Die aus dem Bakterium Bacillus megaterium isolierbare Cytochrom 
P450-Monooxygenase katalysiert gewohnlich die subterminale Hydro- 
xy lierung langkettiger, gesattigter Sauren und der entsprechenden 
35 Amide und Alkohole davon oder die Epoxydation ungesattigter lang- 
kettiger Fettsauren oder gesattigter Fettsauren mit mittlerer 
Kettenlange (11-13). Die optimale Kettenlange gesattigter Fett- 
sauren betragt 14 bis 16 Kohlenstof f atome. Fettsauren mit einer 
Kettenlange von weniger als 12 werden nicht hydroxyliert (11). 

40 

Die Struktur der Ham-Domane von P450 BM-3 wurde durch Rontgen- 
strukturanalyse bestimmt (14-16). Die Substratbindungsstelle 
liegt in Form einer langen tunnelartigen Offnung vor, welche von 
der Molekiiloberf lache bis hin zum Ham-Molekiil reicht und wird 
45 fast ausschliefilich von hydrophoben Aminosaureresten begrenzt. 
Die einzigen geladenen Reste an der Oberf lache der Ham-Domane 
sind die Reste Arg47 und Tyr51. Man nimmt an, daJ3 diese an der 
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Bindung der Carboxylatgruppe des Substrates durch Bildung einer 
Wasserstoffbriickenbindung beteiligt sind (14). Die Mutation von 
Arg47 zu Glu bewirkt eine Inaktivierung des Enzyms fiir Arachidon- 
saure (13), erhoht jedoch dessen Aktivitat gegeniiber C12-C14-AI- 
5 kyltrimethylammonium-verbindungen ( 17 ) . Eine Substratnutzung fiir 
aromatische Verbindungen , insbesondere ein-, zwei- oder mehrker- 
nige, gegebenenf alls heterocyclische, Aromaten, Alkane, Alkene, 
Cycloalkane und -alkene, wurde fiir dieses Enzym nicht beschrie- 
ben. Es wurde deshalb bisher in der Fachwelt angenommen, daB an- 
dere als die bisher beschriebenen organischen Substrate, wie z.B. 
10 Indol, aufgrund der deutlichen strukturellen unterschiede zu den 
nativen Substraten von P450 BM-3, insbesondere aufgrund des Feh- 
lens funktioneller Gruppen, welche an die oben erwahnten Reste in 
der Substrattasche binden konnten, keine Substrat darstellen. 

I 5 es ist deshalb Aufgabe der vorliegenden Erfindung neue Cytochrom 
P450 Monooxygenasen mit veranderter Substratspezif itat oder ver- 
andertem Substratprof il bereit zu stellen. Insbesondere sollten 
Monooxygenase-Mutanten bereitgestellt werden, welche im Vergleich 
zu dem nichtmutierten Wildtyp-Enzym mit strukturell deutlich an- 

20 deren Substraten enzymatisch aktiv sind. 

Bin "verandertes Substratprof il" ist fur die erf indungsgemaflen 
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Enzym zu beobachten. Man be- 
obachtet fiir die jeweilige Mutante insbesondere eine Verbesserung 
der Reaktivitat, wie z. B. eine Erhdhung der spezifischen Aktivi- 

25 tat (ausgedruckt als nmol umgesetztes Substrat/Minute/nmol 
P450-Enzym), und/oder wenigstens eines kinetischen Parameters, 
ausgewahlt unter Kcat, Km und Kcat/Km (z.B. urn mindestens 1 %, 
wie etwa 10 bis 1000 %, 10 bis 500 %, oder 10 bis 100 %) bei 
Umsetzung zumindest einer der in den Gruppen a) bis d) definier- 

30 ten oxidierbaren Verbindungen. Die erf indungsgemaBe Oxidations- 
reaktion umfasst die enzymkatalysierte Oxigenierung wenigstens 
eines exogenen (d.h. dem Reaktionsmedium zugesetzten) oder endo- 
genen (d.h. im Reaktionsmedium bereits vorhandenen) organischen 
Substrats". Insbesondere umfasst die erf indungsgemaBe Oxidations- 

35 reaktion eine Mono- und oder Polyhydroxylierung, wie z.B. eine 
Mono- und/oder Dihydroxylierung, an einer aliphatischen oder aro- 
matischen C-H-Gruppe, oder eine Epoxidierung an einer vorzugs- 
weise nichtaromatischen C=C-Gruppe. Auch Kombinationen obiger Re- 
aktionen sind denkbar. Das unmittelbare Reaktionsprodukt kann au- 

40 Berdem im Rahmen einer nichtenzymatischen Folge- oder Nebenreak- 
tion weiter umgewandelt werden. Derartige Kombinationen von enzy- 
matischen und nichtenzymatischen Prozessen sind ebenfalls Gegen- 
stand der Erfindung. 

Die obige Aufgabe konnte iiberraschenderweise gelost werden durch 
45 neuartige Cytochrom P450 Monooxygenasen, welche z.B. zur Oxida- 
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tion N-heterocyclischer zwei- oder mehrkerniger armotischer Ver- 
bindungen befahigt sind. 

insbesondere sind Gegenstand der Erfindung solche Monooxygenasen, 
deren substrat-bindender Bereich durch ortsspezif ische Mutagenese 
zur funktionalen Aufnahme neuer, wie z.B. N-heterocyclischer Sub- 
strate, befahigt ist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung sind die neuen 
Monooxygenase loslich, d.h. in nicht-membrangebundener Form exi- 
10 stent, und in dieser Form enzymatisch aktiv. 

Die erfindungsgemaBen Monooxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet 
von Cytochrom P450 Monooxygenasen bakteriellen Ursprungs, wie 
insbesondere abgeleitet von Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus 
Bacillus megaterium mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID 

15 NO-2, welche wenigstens eine funktionelle, d.h. die Oxidation 
neuer organischer Substrate (vgl. insbesondere die im Folgenden 
definierten Gruppen a) bis d) von Verbindungen) , wie z.B. N-hete- 
rocyclischer ein-, zwei- oder mehrkerniger armotischer verbmdun- 
oen fOrdernde Mutation, in einem der Aminosauresequenzbereiche 

20 172^224 (F/G-loop-Bereich), 39-43 (B-strand 1), 48-52 (B-strand 
2), 67-70 (B-strand 3), 330-335 (B-strand 5), 352-356 (B-strand 
8)', 73-82 (helix 5) und 86-88 (helix 6) aufweist. 

Die erfindungsgemaB bereitgestellten Cytochrom P450 Monooxyge- 
25 nase-Mutanten, sind bevorzugt zu wenigstens einer der folgenden 
Reaktionen befahigt: 

a) Oxidation gegebenenf alls substituierter N-, O- oder S-hetero- 
cyclischer ein-, zwei- oder mehrkerniger armotischer Verbin- 
dungen; 

b) Oxidation gegebenenf alls substituierter ein- oder mehrkerni- 
ger Aromaten; 

c) oxidation geradkettiger oder verzweigter Alkane und Alkene; 
und 

d) Oxidation gegebenenf alls substituierter Cycloalkane und 
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Cycloalkene 



Bevorzugte Monooxygenase-Mutanten weisen wenigstens eine funktio- 
nelle Mutation, insbesondere Aminosauresubstitution, in wenig- 
stens einem der Sequenzbereiche 73-82, 86-88 und 172-224 auf . So 

40 kann beispielsweise Phe87 ersetzt sein durch eine Aminosaure mit 
aliphatischer Seitenkette, wie z. B. Ala, Val, Leu, insbesondere 
val- Leul88 kann ersetzt sein durch eine Aminosaure mit Amrd-Sei- 
tenkette, wie z. B. Asn oder insbesondere Gin; und Ala74 kann 
ersetzt sein durch eine andere Aminosaure mit aliphatischer Sei- 

45 tenkette, wie z. B. Val und insbesondere Gly. 
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Besonders bevorzugten Monooxygenase-Mutanten dieses Typs sind, 
dadurch gekennzeich.net, dafl sie wenigstens eine der folgenden 
ein- oder mehrfachen Aminosauresubstitutionen aufweist: 

1) Phe87Val; 
5 2) Phe87Val, Leul88Gln; oder 

3) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 

sowie funktionale Aquivalente davon. Der Zahlenwert gibt dabei 
lO die Position der Mutation an; vor dem Zahlenwert steht die ur- 
spriingliche, hinter dem Zahlenwert die neu eingeftihrte Amino- 
saure . 

"Funktionale Aquivalente" oder Analoga der konkret offenbarten 
Mutanten sind in diesem Zusammenhang davon verschiedene Mutanten, 

15 welche weiterhin die gewunschte Substratspezif itat im Rahmen we- 
nigstens einer der oben bezeichneten Oxidationsreaktionen a) bxs 
d) also beispielsweise gegeniiber heterozyklischen Aromaten, be- 
sitzen und z.B. Indol hydroxylieren , oder weiterhin das ge- 

_ wiinschte, im Vergleich zum Wildtyp-Enzym "veranderte Substratpro- 

20 fil" zeigen. 

Unter " f unktionalen Aquivalenten" versteht man erf indungsgemaJl 
auch Mutanten, welche in wenigstens einer der oben genannten Se- 
quenzpositionen eine andere als die konkret genannte Amxnosaure- 

25 substitution aufweisen, aber trotzdem zu einer Mutante fuhren ; 
die ebenso wie die konkret genannte Mutante exn gegenuber dem 
Wildtypenzym "verandertes Substratprof il" zeigen und wenigstens 
eine der oben genannten Oxidationsreaktionen katalysieren. Funk- 
tionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn die 

30 veranderungen im Substratprof il qualitativ iibereinstrmmen, d h. 
beispielsweise gleiche Substrate aber mit unterschiedlrcher Ge- 
schwindigkeit umgesetzt werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen naturlich auch P450-Monooxyge- 
nase-Mutanten, welche in gleicher Weise wie die konkret genannten 

35 P450 BM3-Mutanten durch Mutation von P450-Enzymen aus anderen Or- 
ganismen zuganglich sind. Beispielsweise lassen sich durch Se- 
quenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen. Mxt 
den modernen Methoden des Molecular Modeling konnen dann in An- 
lehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente, das 

40 Reaktionsmuster beeinf lussende Mutationen vorgenommen werden. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder 
mehrere zusatzliche Aminos aure-Additionen, -Substituenten, -Dele- 
tionen und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die ge- 
, c nannten zusatzlichen Veranderungen in jeglicher Sequenzposition 
auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit verandertem 
Substratprof il im obigen Sinne fuhren. 
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ErfindungsgemaB oxidierbare Substrate der Gruppe a) sind gegebe- 
nenfalls substituierte heterocyclische ein-, zwei- oder mehrker- 
nigen armotischen Verbindungen ; insbesondere oxidierbare Oder hy- 
droxylierbare N-, O- oder S-heterocyclische ein-, zwei- oder 
5 mehrkernige aromatische Verbindungen. Sie umfassen vorzugweise 
zwei oder drei, insbesondere zwei, vier- bis siebengliedrige, 
insbesondere sechs- oder fiinf gliedrige, kondensierte Ringe, wobei 
wenigstens einer, vorzugsweise alle Ringe aromatischen Charakter 
besitzen und wobei wenigstens einer der aromatischen Ringe ein 
bis drei, vorzugsweise ein N-, O- oder S-Heteroatom im Ring 

1 tragt. In der gesamten Ringstruktur konnen gegebenenf alls ein 
oder zwei weitere gleiche oder verschiedene Heteroatome enthalten 
sein. Die aromatischen Verbindungen konnen weiterhin 1 bis 5 Sub- 
stituenten an den Ring-Kohlenstof f- oder an den Heteroatomen tra- 
gen. Beispiele fur geeignete Substituenten sind Ci- bis C 4 -Alkyl, 

15 wie Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl oder n-, i- oder t- Butyl 
Oder C 2 - bis C 4 -Alkenyl, wie Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Propenyl, 
1-Butenyl, 2-Butenyl oder 3-Butenyl, Hydroxyl und Halogen, wie F, 
CI und Br. Die genannten Alkyl- oder Alkenyl substituenten konnen 
gegebenenf alls auch eine Keto- oder Aldehydgruppe aufweisen; Bei- 

20 spiele hierfiir sind Propan-2-on-3-yl, Butan-2-on-4-yl, 3-Bu- 
ten-2-on-4-yl. Nichtlimitierende Beispiele fur geeignete hetero- 
cyclische substrate sind insbesondere zweikernige Heterocyclen, 
wie indol, N-Methylindol und die mit ein bis drei der oben defi- 
nierten Substituenten an Kohlenstof f atomen substituierten Analoga 

25 davon wie z.B. 5-Chlor- oder 5-Brom- indol; sowie Chinolin und 
Chinolinderivate, wie z.B. 8-Methylchinolin, 6-Methylchinolin und 
Chinaldin; und Benzothiophen und die mit ein bis drei der oben 
definierten Substituenten an Kohlenstof f atomen substituierten 
Analoga davon. Aufierdem seien genannt dreikernige Heteroaromaten 

30 „ie Acridin und die mit ein bis drei der oben definierten Substi- 
tuenten an Kohlenstof f atomen substituierten Analoga davon. 

ErfindungsgemaB oxidierbare Substrate der Gruppe b) sind gegebe- 
nenf alls substituierte ein- oder mehrkernige, insbesondere em- 
oder zweikernige Aromaten, wie Benzol und Naphthalin. Die aroma- 
tischen Verbindungen konnen gegebenenf alls ein oder mehrfach sub- 
stituiert sein und z.B. 1 bis 5 Substituenten an den Ring-Kohlen- 
stoff atomen tragen. Beispiele fur geeignete Substituenten sind C x 
bis C 4 -Alkyl, wie Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl oder n-, i- oder 
t- Butyl, oder C 2 bis C 4 -Alkenyl, wie Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Pro- 
40 penyl, 1-Butenyl, 2-Butenyl oder 3-Butenyl, Hydroxyl und Halogen, 
wie f', CI, und Br. Die genannten Alkyl- oder Alkenylsubstituenten 
konnen gegebenenf alls auch eine Keto- oder Aldehydgruppe aufwei- 
sen; Beispiele hierfiir sind Propan-2-on-3-yl, Butan-2-on-4-yl, 
3-Buten-2-on-4-yl. Der Aromat kann gegebenenf alls mit einem vier- 
45 bis siebengliedrigen, nichtaromatischen Ring kondensiert sein. 
Der nichtaromatische Ring kann gegebenenf alls eine oder zwei C=C- 
Doppelbindungen aufweisen, ein- oder mehrfach mit oben genannten 
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Substituenten substituiert sein und gegebenenf alls ein oder zwei 
Ringheteroatome tragen. Beispiele fur besonders brauchbare Aroma- 
ten sind einkernige Aromaten, wie Cumol, sowie zweikernige Sub- 
strate, wie Inden und Naphthalan, sowie die mit ein bis drei der 
5 oben definierten Substituenten an Kohlenstof f atomen substituier- 
ten Analoga davon. 

Erfindungsgemafl oxidierbare Substrate der Gruppe c) sind gerad- 
kettige oder verzweigte Alkane oder Alkene mit 4 bis 15, vorzugs- 
weise 6 bis 12 Kohlenstof f atomen. Als Beispiele konnen genannt 

10 werden n-Butan, n-Pentan, n-Hexan, n-Heptan-, n-Oktan, n-Nonan, 
n-Decan, n-undecan und n-Dodecan, sowie die ein- oder mehrfach 
verzweigten Analoga dieser verbindungen , wie z.B. analoge Verbin- 
dungen mit 1 bis 3 Methyl-Seitengruppen; oder die ein- oder mehr- 
fach, beispielsweise einfach ungesattigten Analoga der oben ge- 

15 nannten Alkane. 

Erfindungsgemafl oxidierbare Substrate der Gruppe d) sind gegebe- 
nenf alls substituierte Cycloalkane und Cycloalkene mit 4 bis 8 
Ring-C-Atomen. Beispiele hierfur sind Cyclopentan, Cyclopenten, 

, 0 cyclohexan, Cyclohexen, Cycloheptan und Cyclohepten. Die Ring- 

20 sLuktur kann dabei ein- oder mehrfach, wie z.B. 1 bis 5 Substi- 
tuenten gema/5 obiger Definition fur Verbindungen der Gruppen a) 
u«d b* tragen. Nicht limit ierendes Beispiel hierfur sind Ionone, 
wie a-, p- und ylonon, sowie die ent spree henden Methylionone und 

25 isometnylionone. Besonders bevorzugt sind a- und 0-Ionon. 

Geqenstand der Erfindung sind auch Nukleinsaureseguenzen, kodie- 
rend fur eine der erf indungsgemaBen Monooxygenasen . Bevorzugte 
Nukleinsaureseguenzen sind abgeleitet von SEQ ID NO : 1 , welche we- 
nigstens eine Nukleotidsubstitution aufweisen, die zu einer der 

30 oben beschriebenen funktionellen Aminosauremutationen fuhrt. Ge- 
aenstand der Erfindung sich auBerdem die durch Addition, Substi- 
tution, insertion und/oder Deletion einzelner oder mehrerer Nu- 
kleotide erhaltenen funktionalen Analoga der Nukleinsauren, wel- 
che weiterhin fur eine Monooxygenase mit der gewunschten Sub- 

35 stratspezifitat, wie z. B. mit Indol-oxidierender Aktivitat , ko- 
dieren . 

Erfindungsgemafi umfasst sind auch solche Nukleinsaureseguenzen, 
die sogenannte stumme Mutationen umfassen oder entsprechend der 
Codon-Nutzung eines speziellen Ursprungs- oder wirtsorganismus , 

40 im vergleich zu einer konkret genannten Seguenz verandert sind, 
ebenso wie natiirlich vorkommende Varianten davon. Erf indungsgemafi 
mit umfasst sind auBerdem durch Degeneration des genetischen Co- 
des (d. h. ohne Veranderung der korrespondierenden Aminosaurese- 
quenz) oder konservative Nukleotidsubstitution (d. h. die korres- 

45 pondierende Aminosaure wird durch eine andere Aminosaure gleicher 
Ladung, Grofie, Polaritat und/oder Loslichkeit ersetzt) erhaltene 
Abwandlungen der Nukleinsaureseguenzen, ebenso wie durch Nukleo- 
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tidaddition , -insertion, -inversion oder -deletion veranderte Se- 
quenzen, welche fur eine erf indungsgemafle Monooxygenase mit "ver- 
andertem Substratprof il" kodieren, sowie die korrespondierenden 
komplemetaren Sequenzen. 

Gegenstand der Erf indung sind auflerdem Expressionskonstrukte f 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nuklein- 
sauresequenzen wenigstens eine fur eine erf indungsgemaBe Mutante 
kodierende Nukleinsauresequenz ; sowie Vektoren, umfassend wenig- 
stens eines dieser Expressionskonstrukte. 

Vorzugsweise umfassen die erf indung sgemauBen Konstrukte 5 '-Strom— 
aufwarts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor 
und 3 ' -stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie gegebenenf alls 
weitere iibliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ 
15 verkmipft mit der kodierenden Sequenz. Unter einer operativen 
Verknupfung versteht man die sequentielle Anordnung von Promotor, 
kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenf alls weiterer regu- 
lativer Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente 
seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestim- 
20 mungsgemart erfullen kann. Beispiele fur operativ verknupfbare Se- 
quenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Trans lationsver starker. 
Enhancer, Polyadenylierungssignale und dergleichen. Weitere regu- 
lative Elemente umfassen selektierbare Marker, Amplif ikationssi- 
gnale, Replikationsurspriinge und dergleichen. 

25 Zusatzlich zu den artif iziellen Regulationssequenzen kann die na- 
turliche Regulations sequenz vor dem eigent lichen Strukturgen noch 
vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann diese naturli- 
che Regulation gegebenenf alls ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann 

30 aber auch einfacher aufgebaut sein, das heiflt es werden keine 
zusatzlichen Regulations signale vor das Strukturgen insertiert 
und der naturliche Promotor mit seiner Regulation wird nicht ent- 
fernt. Statt dessen wird die naturliche Regulationssequenz so mu- 
tiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 

35 gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen konnen 
in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

Beispiele fiir brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, 
trp-tet-, lpp-, lac-, lpp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, gal-, 
trc-, ara-, SP6-, 1-PR- oder im 1-PL-Promotor , die vorteilhaf ter- 

40 weise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die 
gram-positiven Promotoren amy und SP02, die Hef epromotoren ADC1, 
MFa , AC, P-60, CYC1, GAPDH oder die Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, 
SSu/ocs', lib4, usp, STLS1, B33, nos oder der Ubiquitin- oder 
Phaseolin-Promotor. Besonders bevorzugt ist die Verwendung indu- 

45 zierbarer Promotoren, wie z.B. licht- und insbesondere temperatu- 
rinduztierbarer Promotoren, wie der P r P!-Promotor . 
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Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regula- 
tionssequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
pression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression er- 
moglichen. Dies kann beispielsweise je nach wirtsorganismus be- 
deuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberex- 
primiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder iiberexpri- 
miert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
oder erniedrigen. So kann eine verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
15 indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 
hancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRNA verbessert wird. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
20 eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten Monooxygenase-Nu- 
kleotidsequenz sowie einem Terminator- oder Polyadenylierungs si- 
gnal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- und Klonierungs- 
techniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch 
und J. sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
25 Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in 
T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gene 
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience 
30 (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufier Plasmiden auch 
alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise 
Phagen, Viren, wie SV4 0, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
4 ° posons! IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare oder zirku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

Mit Hilfe der erf indungsgema&en Vektoren sind rekombinante Mikro- 
45 organismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens ei- 
nem erfindungsgemaflen Vektor trans formiert sind und zur Produk- 
tion der Mutanten eingesetzt werden konnen. Vorteilhafterweise 
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werden die oben beschriebenen erf indungsgemaflen rekombinanten 
Konstrukte in ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und expri- 
miert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufige 
Klonierungs- und Trans f ektionsmethoden verwendet, um die genann- 
5 ten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression 
zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current 
Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al., Hrsg. , Wiley 
Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
10 die eine Expression der erf indungsgemaflen Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer f unktionellen Aquivalente oder Derivate er- 
moglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, 
Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Be- 
vorzugte Organismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen 
15 Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus 
oder Pseudoroonas, eukaryotische Mikroorganismen, wie Saccharomy- 
ces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische Zellen aus Tie- 
ren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. 

20 Gewiinschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen oder 
transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 
transgenen Organismen kann es sich auch um sogenannte Knock-Out 
Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z. B. durch Mutation oder par- 
tielle oder vollstandige Deletion. 

Die selektion erfolgreich trans formierter Organismen kann durch 
Markergene erfolgen, die ebenf alls im Vektor oder in der Expres- 
sionskassette enthalten sind. Beispiele fur solche Markergene 

30 S ind Gene fur Antibiotikaresistenz und fur Enzyme, die eine farb- 
gebende Reaktion katalysieren, die ein Anfarben der transf ormier- 
ten Zelle bewirkt. Diese konnen dann mittels automatischer Zell- 
sortierung selektiert werden. Erfolgreich mit einem Vektor trans- 
formierte Mikroorganismen, die ein entsprechendes Antibiotikare- 

35 sistenzgen (z. B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich durch 
entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrbdden se- 
lektieren. Markerproteine , die an der Zelloberf lache prasentxert 
werden, konnen zur Selektion mittels Af f initatschromatographie 
genutzt werden. 

40 

Die Kombination aus den wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren, wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie bei- 
spielsweise Plasmide mit dem RNA-Polymerase/Promoter-System, die 
Phagen X, n oder andere temperente Phagen oder Transposons und/ 
45 oder weiteren vorteilhaf ten regulatorischen Sequenzen bildet ein 
Expressionssystem. Beispielsweise ist unter dem Begriff "Expres- 
sionssystem" die Kombination aus Saugetierzellen, wie CHO-Zellen, 
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und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vektor, die fur Saugetierzellen geei- 
gnet sind, zu verstehen. 

Wie oben beschrieben, kann das Genprodukt vorteilhaft auch in 
5 transgenen Tieren, z. B. Mausen, Schafen Oder transgenen Pflanzen 
zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie 
Trans lationssysteme mit der von der Nukleinsaure abgeleiteten RNA 
zu programmieren . 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur Hersteliung 
einer erf indungsgemaBen Monooxygenase, wobei man einen Monooxyge- 
nase-produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenf alls 
die Expression der Monooxygenase induziert und die Monooxygenase 
15 aus der Kultur isoliert. Die erf indungsgemafle Monooxygenase konne 
so auch in groJ3technischem Mafistab produziert werden, falls dies 
erwiinscht ist. 

Der Mikroorganismus kann nach bekannten verfahren kultiviert und 
20 fermentiert werden. Bakterien konnen beispielsweise in TB- oder 
LB-Medium und bei einer Temperatur von 20 bis 40 o C und einem 
pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. Im Einzelnen werden geei- 
anete Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Manxatxs, 
E F Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
25 Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) beschrieben. 

Die zellen werden dann, falls die Monooxygenase nicht in das Kul- 
,n turmedium sezerniert wird, aufgeschlossen und die Monooxygenase 
nach bekannten Proteinisolierungsverf ahren aus dem Lysat gewon- 
nen Die Zellen konnen wahlweise durch hochf requenten Ultra- 
schall, durch hohen Druck, wie z. B. in einer French-Druckzelle, 
durch Osmolyse, durch Einwirkung von Detergenzien, lytxschen En- 
zvmen oder organischen Losungsmitteln, durch Homogenisatoren oder 
35 durch Kombination mehrerer der aufgefuhrten Verfahren aufge- 
schlossen werden. Eine Aufreinigung der Monooxygenase kann mit 
bekannten, chromatographischen Verfahren erzielt werden, wie Mo- 
lekularsieb-Chromatographie (Gelf iltration) , wie Q-Sepharose- 
Chromatographie , Ionenaustausch-Chromatographie und hydrophobe 
Chromatographie, sowie mit anderen ublichen Verfahren wie Ultra- 
filtration, Kristallisation, Aussalzen, Dialyse und nativer Gel- 
elektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise xn Coo- 
per F G Biochemische Arbeitsmethoden , Verlag Walter de Gruy- 
Lr' Berlin, New York oder in Scopes, R. , Protein Purification, 
45 Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin beschrieben. 
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Besonders vorteilhaft ist es, zur Isolierung des rekombinanten 
Proteins vektorsysteme Oder Oligonukleotide zu verwenden, die die 
cDNA urn bestimmte Nukleotidsequenzen verlangern und damit fur 
5 veranderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodieren, die einer 
einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modif ikationen 
sind beispielsweise als Anker fungierende sogenannte "Tags", wie 
z. B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modif ikation oder Epi- 
tope, die als Antigene von Antikorpern erkannt werden konnen <be- 
, ft schrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988, Antibo- 
dies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). 
Diese Anker konnen zur Anheftung der Proteine an einen festen 
Trager wie z. B. einer Polymermatr ix , dienen, die beispielsweise 
in einer Chromatographiesaule eingefullt sein kann, oder an einer 
Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet werden 
kann. 

Gleichzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine 
verwendet werden. Zur Erkennung der Proteine kSnnen auBerdem ub- 
20 liche Marker, wie Fluoreszenzf arbstof f e, Enzymmarker, die nach 
Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt 
bilden, oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit 
den Ankern zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

25 Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur mikrobiologi- 
schen Oxidation organischer Verbindungen , wie z. B. N-heterocy- 
clischer ein-, zwei- oder mehrkerniger armotischer verbindungen 
gemaB obiger Definition, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

30 a l) einen rekombinanten Mikroorganismus gemaB obiger Definition 
in einem Kulturmedium in Gegenwart eines exogenen (von auBen 
zugesetzten) oder intermediar gebildeten von der erfindungs- 
gemaBen Monooxygenase oxidierbaren Substrats, vorzugsweise m 
Gegenwart von Sauerstoff (d.h. aerob) , kultiviert; oder 

35 a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmedium mit einem erf indungsge- 
maBen Enzym, vorzugsweise in Gegenwart von Sauerstoff und ei- 
nem Elektronendonor, inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt davon 
aus dem Medium isoliert. 

Der fur die umsetzung erf orderliche Sauerstoff gelangt entweder 
aus der Umgebungsluf t in das Reaktionsmedium oder kann, falls 
erforderlich, in an sich bekannter Weise zugesetzt werden. 

45 Bevorzugt ist das oxidierbare Substrat ausgewahlt unter 

a) gegebenenfalls substituierten N-heterocyclischen ein-, zwei- 
oder mehrkernigen armotischen Verbindungen; 
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b) gegebenenfalls substituierten ein- Oder mehrkernigen Aroma- 
ten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalkenen . 



5 



Eine bevorzugte verfahrensvariante ist auf die Bildung von In- 
digo/lndirubin gerichtet und dadurch gekennzeichnet , dass das 
Substrat intermediar in Kultur gebildetes Indol ist und man aus 
dem Kulturmedium das anfallende Indigo und/ oder Indirubin iso- 
10 liert, welches durch Oxidation von intermediar gebildete Hydro- 
xyindolen erzeugt wurde. 

Wird die erf indungsgemafie Oxidation mit einem rekombinanten Mi- 
kroorganismus durchgef iihrt , so erfolgt vorzugsweise zunachst die 
Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und 
15 in einem Komplexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bei einer 
Kultivierungstemperatur von etwa 20 bis 40 o C und einem pH-Wert 
von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldichte erreicht ist. 
Die Zugabe von exogenem Indol ist gewohnlich nicht erf orderlich, 
da dieses vom Mikroorganismus intermediar gebildet wird. Bei Um- 
20 S etzunq anderer Substrate kann dagegen die Zugabe exogenen Sub- 
states erf orderlich sein. Urn die Oxidationsreaktion besser steu- 
ern zu konnen, bevorzugt man die Verwendung eines induzierbaren , 
insbesondere temperatur induzierbaren. Promoters. Man erhoht dabei 
die Temperatur auf die erf orderliche induktionstemperatur , z.B. 
25 42 °C beim P r Pi-Promotor, behalt dies uber einen ausreichenden 
Zeitraum, z. B. 1 bis 10 oder 5 bis 6 Stunden, zur Expression der 
Monooxygenase-Aktivitat bei und verringert anschliefiend der Tem- 
peratur wieder einer Wert von etwa 30 bis 40 °C Die Kultivierung 
wird dann in Gegenwart von Sauerstoff 12 Stunden bis 3 Tage fort- 
30 gesetzt. Insbesondere bei Indol-Oxidation kann der pH-Wert durch 
lugabe von NaOH , z.B. auf 9 bis 10, erhoht werden, wodurch die 
indiqobildung bzw. indirubinbildung durch Luf toxidation der enzy- 
matisch gebildeten Oxidationsprodukte 2- und 3 -Hydroxy indol zu- 
satzlich gefordert wird. 

35 

Die erfindungsgemafie Indigo/ Indirubin-Bildung wird durch folgen- 
des Reakt ions schema veranschaulicht : 



40 



45 
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H 



Indol 



P450 BM-3- 
Mutante 




OH 




H 



Luftoxidation 
Dimerisierun^ 



II 




20 



Luftoxidation 
Dimerisierung 



25 



30 




Indirubin 



I : 2-Hydroxyindol (Oxindol ) 
II : 3 -Hydroxy indol ( Indoxyl ) 



Wird die erf indungsgemaBe Oxidation dagegen mit gereinigten oder 
angereicherten Enzymmutanten durchgefiihrt so lost man das erfin- 
dungsgemafle Enzym in einem exogenes Subs tr at enthaltenden, wie 
z.B. Indol enthaltenden, Medium (etwa 0,01 bis 10 mM, oder 0,05 
bis 5 mM), und fuhrt die Umsetzung, vorzugsweise in Gegenwart von 
Sauerstoff, bei einer Temperatur von etwa 10 bis 50 °C, wie z.B. 
30 bis 4 0 °C, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 (wie z.B. einge- 
stellt mit 100 bis 200 mM Phosphat- oder Tris-Puf f er ) , sowie in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels durch, wobei das Substrat-hal- 
tige Medium auflerdem bezogen auf das zu oxidierende Substrat ei- 
nen etwa 1- bis 100-fachen oder 10- bis 100-fachen molaren Uber- 
schufi an Reduktionsaquivalenten enthalt. Bevorzugtes Reduktions- 
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mittel ist NADPH - Die Zugabe des Reduktionsmittels kann falls 
erforderlich portionsweise erfolgen. 

In analoger Weise werden als oxidierbare Substrate bevorzugt ein- 
gesetzt: n-Hexan, n-Octan, n-Decan, n-Dodecan, Cumol, 1-Methylin- 
5 dol, 5-C1- Oder Br-Indol, Inden, Benzothiophen, a-, 0- und y- 10 " 
non! Acridin, Naphthalin, 6-Methyl- oder 8-Methylchinolin, Chino- 
lin und Chinaldin. 

Beispielsweise kann die erf indungsgemaBe enzymatische Oxidations- 
10 reaktion unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt werden: 

Substratkonzentration: 0,01 bis 20 mM 
Enzymkonzentration: 0,1 bis 10 mg/ml 

15 Reaktionstemperatur: 10 bis 50 °C 

P H: 6 bis 8 

Puffer: °' 05 bis °' 2 M Kaliumphosphat , oder Tris/ 

HCl 

20 

Elektronendonor: wird bevorzugt portionsweise zu- 

gegeben (Anf angskonzentration 
etwa 0,1 bis 2 mg/ml) 

25 

vor dem Start der Reaktion, z.B. durch Zugabe der Elektronendo- 
nors ( z B. NADPH) kann kurzzeitig ( 1 bis 5 Minuten) vorinkubrert 
werden (bei etwa 20 bis 40 °C) • Umsetzung erfolgt aeorb, gege- 

benenfaJUs bei zusatzlicher Einleitung von Sauerstoff . 

30 Beim erfindungsgemafien Substratoxidationsprozess wird im Reakti- 
onsmedium enthaltener oder zugesetzter Sauerstoff reduktiv enzy- 
matisch gespalten. Die erf orderlichen Reduktionsaquivalente wer- 
den von dem zugesetzten Reduktionsmittel (Elektronendonor) zur 
Verfiigung gestellt. 

Das gebildete Oxidationsprodukt kann dann in herkommlicher Weise, 
wie z.B. durch Extraktion oder Chromatographic, vom Medium abge- 
trennt und gereinigt werden. 

AO weitere Gegenstande der Erfindung betreffen Bioreaktoren, umfas- 
send ein erf indungsgemafles Enzym oder einen erf indungsgemaflen re- 
kombinanten Mikroorganismus in immobilisierter Form. 

Ein letzter Gegenstand der Erfindung betrifft die verwendung ei- 
ner erf indungsgemaften Cytochrom P450 Monooxygenase oder eines er- 
45 findungsgemafien Vektors oder Mikroorganismus zur mikrobiologi- 
schen Oxidation eines Substrates aus einer der Gruppen a) bis d), 
insbesondere N-heterocyclischer ein-, zwei- oder mehrkermger ar- 



35 
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motischer Verbindungen , und bevorzugt zur Bildung von Indigo und/ 
oder indirubin. 

Die vorliegende Erf indung wird nunmehr unter Bezugnahme auf die 
folgenden Beispiele naher beschrieben. 

Beispiel 1: 

Random! sierung spezieller Codons von P450 BM-3 

Die Versuche wurden im wesent lichen wie beschrieben in (19) 
10 durchgefUhrt. Drei Positionen (Phe87, Leul88 und Ala74) wurden 
mit Hilfe von ortsspezif ischer Mutagenese unter Verwendung des 
Stratagene QuikChange kit (La Jolla, CA, USA) randomisiert . Fol- 
gende PCR-Primer wurden fur die einzelnen Positionen verwendet: 

15 Phe87: 5 ' -gcaggagacgggttgnnnacaagctggacg-3 ' (SEQ ID NO:3), 
5 ^_cgtccagcttgtnnncaacccgtctcctgc-3' , (SEQ ID NO: 4) 

Leul88: 5 ' -gaagcaatgaacaagnnncagcgagcaaatccag-3 ' (SEQ ID NO: 5), 
5*_ctggatttgctcgctgnnncttgttcattgcttc-3' (SEQ ID NO: 6); 

Ala74 : 5 ' -gctttgataaaaacttaaagtcaannncttaaatttgtacg-3 ' 

20 (SEQ ID No:7), 

5 ' _cgtacaaatttaagnnnttgacttaagtttttatcaaagc-3 ' 

(SEQ ID NO: 8) 

Die Bedingungen fur die PCR waren fur alle drei Positionen iden- 
tisch. insbesondere wurden je 50 ul Reaktionsvolumen 17,5 pmol 

25 eines jeden Primers, 20 pmol Template-Plasmid-DNA, 3 U der Pfu 
Polymerase und 3,25 nmol von jedem dNTP verwendet. Die PCR Reak- 
tion wurde bei 94«c /l min gestartet und dann wurde folgender 
Temperaturzyklus 20 mal durchgefUhrt: 94°C, 1 min; 46o C , 2,5 min; 
72°C, 17 min. Nach 20 zyklen wurde die Reaktion 15 min bei 72°C 

30 fortgesetzt. Nach der PCR wurde die Template DNA mit 20 U Dpnl 
bei 37°C 3 h verdaut. AnschlieBend wurde E. coli DH5a transfor- 
miert. Die transf ormierten E. coli DH5a-Zellen wurden auf LB- 
Agarplatten ausplattiert , .. welche. 150 ug/ml Ampicillin enthielten. 
Anschlieflend wurde 18 h bei 37«>C inkubiert. 

35 

Beispiel 2 : 

Expression und Reinigung der P450 BM-3 und dessen Mutanten und 
Produktion eines blauen Pigmentes 

40 Das P450 BM-3-Gen und die Mutanten davon wurden unter der Kon- 
trolle des starken, Temperatur-induzierbaren P R P L -Promotors des 
Plasmids pCYTEXPl in E. coli DH5a wie bereits beschrieben (20), 
exprimiert. Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern auf genommen 
und in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, enthaltend je Ver- 

45 tiefung 200 jil TB-Medium und 100 ug/ml Ampicillin transf eriert. 
Anschlieflend wurde uber Nacht bei 37«c inkubiert. 40 ul der Zell- 
kultur einer jeden Vertiefung wurden anschliefiend in em Kultur- 
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rohrchen uberfiihrt, das 2 ml TB-Medium mit 100 |xg/ml Ampicillin 
enthalt. AnschlieBend wurde 2 h bei 37°C kultiviert. Dann wurde 
die Tempertur zur Induktion 6 h auf 42°C erhoht. Dann wurde die 
Kultivierung liber Nacht bei 37°C fortgesetzt, wobei ein blaues 
5 pigment produziert wurde. 

Die praparative Herstellung von Enzym Oder blauem Pigment wurde 
ausgehend von einer 300 ml Zellkultur (OD 5 78nm - 0,8 bis 1,0) 
durchgefurht. Zur Isolierung des Enzymes wurden die Zellen 10 mm 
bei 4000 Upm abzentrifugiert, in 0,1 M K x P0 4 -Puf fer , pH 7,4 resus- 

10 pendiert. Die eisgekiihlten Zellen wurden mit Hilfe eines Branson 
Sonifiers W25 (Dietzenbach, Deutschland) bei einer Energieoutput 
von 80 W durch dreimalige Beschallung von 2 min vorsichtig aufge- 
schlossen. Die Suspensionen wurden 20 min bei 32570 x g zentnfu- 
oiert Der Rohextrakt wurde zur Aktivitatsbestimmung bzw. zur En- 

15 zvmreinigung eingesetzt. Die Enzymreinigung erfolgte wie m (21) 
bereits beschrieben, worauf hiermit ausdrucklich Bezug genommen 
wird. Die Konzentration an gereinigtem Enzym wurde uber die Ex- 
tinktionsdifferenz bei 450 und 490 ran, wie in (11) bereits be- 
schrieben, unter Verwendung eines Extinktionskoef f izienten e von 

20 91 mM _1 cm -1 bestimmt. 

Beispiel 3: 

isolierung von Mutanten, welche grofle Mengen an blauem Pigment 
produz ieren 

25 jeweils 100 Kolonien wurden von den Mutanten einer jeden Position 
isoliert welche durch randomisierte Mutagenese des Codons der 
entsprecnenden Position erzeugt wurden. Diese Kolonien wurden in 
Kulturrohrchen zur Produktion von blauem Pigment kultiviert. Nach 

30 dem Waschen der Zellen mit Wasser und mehreren langsamen Zentrx- 
fugationsschritten (500 Upm) wurde das blaue Pxgment mit Dime- 
thvlsulfoxid (DMSO) extrahiert. Die Loslichkeit des blauen Pig- 
mentes war in DMSO am groflten. Die Absorption des Extraktes wurde 
bei 677 nm bestimmt. Diejenige Mutante, welche die groBte Menge 
an blauem Pigment von alien Mutanten einer bestimmten Position 

35 nroduzierte, wurde fur eine DNA-Sequenzierung (ABI DNA Sequenzie- 
runqs-Kit- ABI Prism™ 377 DNA Sequencer) verwendet und auflerdem 
als Template fur ortsspezif ische randomisierte Mutagenese verwen- 
det. 

40 Beispiel 4: 

Aktivitatstest fur die Indol-Hydroxylierung 

Die mdol-Hydroxylierungsaktivitat wurde in einer Losung gete- 
s tet die 8 ul einer 10-500 mM Indollosung in DMSO, 850 jxl Tris/ 
45 HCl-Puffer (0,1 M, P H 8,2) und 0,6 nmol P450 BM-3 Wildtyp oder 
Mutante in einem Endvolumen von 1 ml enthielt. Das Gemisch wurde 
9 min vorinkubiert, bevor man die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 



WO 01/07630 



PCT/EP00/07253 



17 

einer wassrigen 1 mM Losung von NADPH startete. Die Reaktion 
wurde nach 20 sec durch Zugabe von 60 \il 1,2 M KOH gestoppt. 
Innerhalb von 5 bis 30 sec (unter aeroben Bedingungen) wurden die 
Enzymprodukte vollstandig in Indigo [A 2 ' 2 '-Biindolin]-3,3 '-dion) 
5 und Indirubin ( [A2,3'_ B ii n dolin]-2 ' ,3-dion) iiberfvihrt. Die Indigo- 
produktion wurde uber dessen Absorption bei 670 nm bestimmt. Eine 
Eichkurve mit reinem indigo zeigte einen Extinktionskoef f izienten 
von 3,9 mM- 1 cm- 1 bei dieser Wellenlange. Ein linearer Kurvenver- 
lauf wurde fur die Indigoproduktion in einer Reaktionszeit von 40 
sec unter Verwendung von 0,6 nmol Wildtyp bzw. P450 BM-3-Mutante 
und 0,05 bis 5,0 mM Indol erhalten. Indirubin zeigt eine sehr 
schwache Absorption bei 670 nm und die gebildete Indirubinmenge 
war sehr viel geringer als die gebildete Indigomenge. Die Bildung 
von Indirubin wurde bei der Bestimmung der kinetischen Parameter 
vernachlassigt. Der NADPH-Verbrauch wurde bei 340 nm bestimmt und 
15 unter Verwendung eines Extinktionskoef f izienten von 6,2 mM" 1 cm-i 
wie beschrieben (17) berechnet. 



Beispiel 5 : 

20 

Reinigung von Indigo und Indirubin 

Nach waschen der Zellen mit Wasser und wiederholter Zentrifuga- 
tion bei 500 g wurde das gebildete blaue Pellet mit Tetrahydrofu- 
ran (THF) extrahiert. Der Extrakt wurde bis fast zur Trockene 

25 eingedampft und das rote Pigment wurde mehrmals mit 50 ml absolu- 
tem Ethanol extrahiert. Der verbleibende blaue Feststoff wurde in 
THF geldst und durch Dunnschichtchromatographie (TLC) analysiert. 
Die Ethanollosung wurde eingedampft und durch Silicagelchromato- 
graphie (DC 60, Merck, Darmstadt, Deutschland; 2 cm x 30 cm) 

30 gereinigt, bevor sie mit THF und Petrolether in einem Verhaltnis 
von 1:2 gewaschen wurde. Die erhaltene rote Losung wurde einge- 
dampft und deren Reinheit wurde durch TLC bestimmt. Die Absorpti- 
onsspektren des blauen und des roten Pigmentes wurden mit Hilfe 
eines Ultraspec 3000 Spektrophotometers (Pharmacia, Uppsala, Swe- 

35 den) in einem Bereich von 400 bis 800 nm bestimmt. Auiierdem wurde 
der blaue und der rote Farbstoff durch Massenspektrometrie und 
1 H-NMR Spektroskopie analysiert. 

Versuchsergebnisse 

40 1. Erhohung der Produktivitat fur blaues Pigment durch P450 
BM- 3 -Mutagene se 

Natives P450 BM-3 besitzt nicht die Fahigkeit zur Produktion des 
blauen mdigo-enthaltenden Pigments, bzw. der Vorlauf ersubstanten 
45 2 - bzw 3-Hydroxyindol. Um eine ausreichende Menge an blauem Pig- 
ment herstellen zu konnen, wurde P450 BM3 einer gezielten Evolu- 
tion ausgesetzt. Samtliche Mutanten, welche das blaue Pigment 
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produzierten, wurden sequenziert. Es wurde festgestellt , dafl we- 
nigstens eine der folgenden drei Positionen mutiert waren: Phe87, 
Leul88 und Ala74 . Es wurde deshalb angenoiranen, dafl diese drei 
Positionen eine entscheidende Rolle fur die Aktivitat von P450 
5 BM-3 bei der Produktion von blauem Pigment spielen. Aus der 
Struktur der Ham-Domane von Cytochrom-P450-BM 3, komplexiert mit 
Palmitoleinsaure sieht man, dafl Phe87 das Substrat an einem nahe- 
ren Heranrvicken an die Ham-Gruppe hindert (14). Die Mutante 
Phe87Val zeigt eine hohe Regio- und Stereoselektitat bei der Epo- 
xidation von (14S, 15R) -Arachidonsaure (13) und die Mutante 
10 Phe87Ala verschiebt die Hydroxy lierungsposition von co-1, co-2 und 
co-3 zu (22). Die Position 87 wurde deshalb als erste fur die 
ortspezifische randomisierte Mutanese mit Hilfe von PCR ausge- 
wahlt. In Rohrchenkulturen wurden 7 Kolonien erhalten, welche 
eine geringe Menge an blauem Pigment nach Induktion produzierten. 
15 Die Kolonie, welche die grofite Menge des blauen Pigments produ- 
zierte, wurde fur die DNA-Sequenzierung ausgewahlt. Die Sequenz- 
daten ergaben eine Substitution von Phe87 durch Val. Die Mutante 
Phe87Val wurde anschlieflend als Template fur die zweite Runde der 
ortsspezifischen randomisierte Mutagenese an Position Leul88 ver- 
20 wendet Die Struktur der Ham-Domane, komplexiert mit Palmitolein- 
saure zeigt, dafl die Repositionierung der F- und G-Helices den 
Rest Leul88 in direkten Kontakt mit dem Substrat bringt (14). 
Diese Position konnte deshalb eine wichtige Rolle bei der Sub- 
stratbindung oder -orientierung spielen.. Nach dem zwexten Scree- 
25 ningdurchgang wurden 31 Kolonien beobachtet, welche das blaue 
Piqment produzierten. Die Mutante, welche die groBte Prgmentmenge 
produzierte, enthielt die Substitutionen Phe87Val und Leul88Gln. 
Diese Mutante wurde anschlieflend in Position Ala74 im dritten 
Durchqanq der ortspezif ischen randomisierten Mutagenese mutiert. 
30 Man erhielt dabei die Dreif achmutante F87L188A74 (Phe87Val, 
Leul88Gln und Ala74Gly) , welche mehrere mg blaues Pigment in ei- 
nem 2-Liter-Kolben, enthaltend 300 ml TB-Medium, produzierte. 
Diese Menge reichte zur Isolierung und Charakterisierung des 
blauen Pigmentes aus. 
35 2. isolierung und Identif izierung des blauen Pigments 

Nach dem Auswaschen der Zellen wurde das verbleibende blaue Pel- 
let mit THF extrahiert und TLC analysiert. Das blaue Pigment 
wurde in eine schneller wandernde blaue Komponente und in eine 
40 langsamer wandernde rote Komponente aufgetrennt. Beide Komponen- 
ten zeigten exakt die gleichen Mobilitatsparameter wie die Kompo- 
nenten einer kommerziellen Indigo-Probe. 

Nach der Reinigung wurden die Absorptionsspektra beider Komponen- 
45 ten in DMSO bestimmt. Die blaue Komponente zeigte das gleiche 
Spektrum wie eine kommerzielle Indigoprobe. Die gereinigte blaue 
und rote Komponente wurden jeweils durch Massenspektrometrie ana- 
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lysiert. Die Massenspektra bcider Pigmente zeigten einen starken 
Molekulionenpeak bei m/z = 262 und zwei Fragmentionenpeaks bei 
m/z - 234 und 205 (relative intensitat jeweils 10%). Dieses Mu- 
ster ist typisch fur indigoide Verbindungen . Die Elementarzusam- 
5 mensetzung dieser Ionen wurde durch hochauf losende Massenspektro- 
metrie bestiirant als Ci6H 10 N 2 O2, Ci 5 Hi 0 N 2 O bzw. Ci 4 H 9 N 2 . Dies ist 
ebenfalls charakteristisch fur Strukturen vom Indigotyp. Das 
blaue Pigment wurde somit als Indigo und das rote Pigment als 
indirubin bestimmt. Zur Bestatigung der Struktur wurden 500 MHz 
iH-NMR-Spektren beider Pigmente in DMSO-D 6 -L6sung durchgefuhrt . 
Die Ergebnisse stimmten mit den Literaturangaben (23) uberein. 

3. Produktion von Indigo mit isolierten Enzymen 

Es ist bekannt, daB Indigo aus Indol durch mikrobielle Transfor- 

15 mation zuganglich ist (24-26). Keines dieser mikrobiellen Systeme 
enthielt jedoch eine P450 Monooxygenase . Erf indungsgemaB wurde 
zunachst die katalytische Aktivitat des reinen Enzyms fur Indol 
bestimmt. Die Mutante F87L188A74 wurde mit Indol vermischt. Kexne 
Farbreaktion war zu beobachten. Erst nach Zugabe von NADPH zum 

20 Reaktionsgemisch bildete sich das blaue Pigment nach etwa 20 mm. 
Durch Einstellung des pH-Werts der Reaktionsmischung auf einen 
Wert von etwa 11, 30 sec nach zugabe von NADPH, wurde die blaue 
Farbung innerhalb von wenigen Sekunden sichtbar. Kontrollversuche 
unter Verwendung von nativem P450 BM-3 waren immer negativ, 

25 selbst unter Verwendung erhohter Konzentrationen an Enzym, Indol 
und NADPH. Das blaue Pigment wurde mit Ethylacetat extrahiert und 
durch TI»C analysiert. Das blaue Pigment trennte sich wieder in 
eine schneller laufende blaue Komponente und in eine langsamer 
laufende rote Komponente auf. Die Rf-Werte und die Absorptions- 

30 spektren waren identisch mit denjenigen Werten der Extakte aus 
der Fermentationsbriihe. Die F87L188A74-Mutante von P450 BM-3 
stellt somit eine Indolhydroxylase dar. 

ES sind bisher zwei Wege fur die. enzymatische. Transformation von 
indol zu indigo beschrieben worden. Ein Weg wird durch eine Dio- 

35 xygenase, der andere durch eine styrolMonooxygenase katalysiert 
(24 25). Die NADPH- Stochiometrie betragt in beiden Fallen 2. Es 
wurde deshalb angenommen, daB im Gegensatz zu den Dioxygenasen 
die erfindungsgemafle Mutante F87L188A74 Indol in nur einer Posi- 
tion hydroxyliert, um Oxindol (2-Hydroxyindol) oder Indoxyl 

40 (3 -Hydroxy indol) zu bilden. 

4. Kinetische Parameter der Indolhydroxylierung 

Reine Proben des Wildtyp-Enzyms P450 BM-3 und der Mutanten 
45 Leul88Gln, Phe87Val, F87L188 und F87L188A74 wurden zur Bestimmung 
der kinetischen Parameter der indolhydroxylierung verwendet. Die 
Ergebnisse sind in folgender Tabelle 1 zusammengef aflt . 
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Tabelle 1: Kinetische Parameter der P450 BM-3 Mutanten fiir Indol- 
hydroxylierung 

Mutanten 



KcatCS" 1 ) K„,(mM) Kcat/K^M-ls-l ) 



WT 



-a) 



Leul88Gln n.d. b > n.d. n.d. 

Phe87Val 2,03 (0,14) 17,0 (1,0) 119 

F87L188 2,28 (0,16) 4,2 (0,4) 543 

1Q F87L188A74 2,73 (0,16) 2,0 (0,2) 1365 

a) keine Aktivitat wurde beobachtet; 

b) nicht bestimmt (Aktivitat war zu gering um gemessen zu 
werden 

15 Selbst beim uberschuB an gereinigtem Enzym und hoher Indolkonzen- 
tration ist das Wildtyp-Enzym nicht in der Lage, Indol zu oxidie- 
ren. Die Mutante Leul88Gln zeigt eine geringe Aktivitat. Die Mu- 
tante Phe87Val zeigt eine katalytische Wirksamkeit von 119 M-is-i 
fur die indolhydroxylierung . Die katalytische Effizienz der Dop- 

20 pelmutante F87L188 (Phe87Val,Leul88Gln) erhohte sich auf 
543 M-is-i und wurde durch Einfiihrung der weiteren Substrtutxon 
Ala74Gly auf 1365 M-^s-l erhoht. Die K cat -Werte erhdhten sich von 
Phe87Val zur Dreif achmutante hin um insgesamt 35%, wahrend die 
K -Werte etwa um das Siebenfache abnahmen. Dies weist darauf hin, 

25 dafi Ala74Gly und Leul88Gln vorwiegend an der Substatbindung be- 
teiligt sind. 

Die indol-Turnover-Rate (K cat =2,73 s-i) war fiir die Dreif achmu- 
tante F87L188A74 mehr als zehnfach hoher als fur die meisten 
P450-Enzyme (18). 

30 

Beispiel 6: 

n-Oktanhydroxylierung mit modif izierter Cytochrom P450 Monooxyge- 
nase 

35 Die Umsetzungen warden mit einer P450 BM-3-Monooxygenase Mutante 
durchgefiihrt, die folgende Mutationen enthalt: Phe87Val 
Leul88Gln Ala74Gly 

Als Substrat wurde n-octan gewahlt. Fiir die Hydroxy lierung des 
40 n-Octans wurde folgender aerober Reaktionsansatz verwendet: 

P4 50 BM-3 Mutante: 17,5 mg (Lyophylisat ) 

Reaktionspuffer: 9 , 1 ml (Kaliumphosphat-Puf f er 50 mM, 

pH 7.5) 

Substrat: 50 V 1 einer 60 L° sun 9 ( in Aceton ) 

45 Temperatur: 25°C 
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Enzymlyophylisat wurde in 500 Ml Reaktionspuf fer gel6st und zu- 
nachst mit Substrat und Reaktionspuf fer 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300 fil NADPH-Lo- 
sung (5mg/ml). Die NADPH Zugabe wurde noch zweimal wiederholt. 
5 Der Reaktionsverlauf wurde durch Absorptionsmessungen bei 340 nm 
verfolgt, wobei die NADPH Abnahme beobachtet werden kann. NADPH 
wird dabei in 300 (il-Schritten zugegeben, da eine zu hohe Konzen- 
tration an NADPH in der Reaktionslosung zu einer Inaktivierung 
des Enzyms fiihrt. Zur Isolierung der Produkte wurde anschlieBend 
10 die Reaktionslosung 3 mal mit 5 ml Diethylether extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen wurden uber MgS0 4 getrocknet und 
eingeengt. AnschlieBend wurden die Produkte iiber DC, GC/MS und 
NMR charakterisiert . 

Die GC/MS Analyse des Reaktionsgemisches fuhrte zu folgendem Er- 
15 gebnis: 



20 verbindung Rt[min]D Umsatz t%] 

4-Octanol 13.51 37 

3-Octanol 14.08 47 

2-Octanol 14.26 16 

25 DTemperaturprogramm: 40°C 1 min isotherm / 3o C /min 95°C /10°C/min 
275°C; Apparatur: Finnigan MAT 95; GC: HP 5890 Series II Splxt 
injector; Saule: HP-5MS (Methylsiloxan) 30m x 0.25mm; Trager- 
gas: 0,065 ml/min He 

Edukt wurde nicht mehr gefunden. 

30 

Beispiel 7 : 

Hydroxy lierung von Aromaten, Heteroaromaten und Trimethylcyclohe- 
35 xenylverbindungen 

a) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n-Ok- 
tan als Substrat Naphthalin eingesetzt wurde. Als Produkte 
wurden 1-Naphthol und cis-1 , 2-Dihydroxy-l , 2-dihydronaphthalin 
identifiziert. Vom eingesetzten Naphthalin wurden 88% umge- 

40 

* v setzt. 

Analytik fiir Umsetzungen mit Naphthalin 

GC s 

45 Apparatur: Carlo Erba Strumentazion Typ HRGC 4160 on Column 

injector; Saule :DB5 30m x 0,2 mm; Material: 5% Diphenyl- 95% 
Dimethylpolysiloxan; Tragergas : 0 , 5 bar H 2 ; 
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Temperaturprogramm: 4G°C 1 min isotherm / 10°C/min bis 300°C 
Rt( 1-Naphthol) = 16.68 

NMR: 

5 im 1 H-NMR konnte 1-Naphthol und cis-l,2-Dihydroxy-l,2-dihy- 

dronaphthalin identif iziert werden. 

b) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n-Ok- 
tan als Substrat 8-Methylchinolin eingesetzt wurde. Als 

10 Hauptprodukt wurde 5-Hydroxy-8-methylchinolin neben weiteren 

Derivaten (Produktverhaltnis 5:1) ident if iziert . Vom einge- 
setzten Edukt wurden 35% umgesetzt. 

c) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n-Ok- 
15 tan als Substrat o-lonon eingesetzt wurde. Als Hauptprodukt 

wurde 3-Hydroxy-a-ionon neben weiteren Derivaten {Produktver- 
haltnis 76:24) identif iziert. Vom eingesetzten Edukt wurden 
60% umgesetzt. 

20 d) Beispiel 6 wurde wiederholt, wobei jedoch anstelle von n-Ok- 
tan als Substrat Cumol ( i-Propylbenzol ) eingesetzt wurde. Es 
wurden f unf Monohydroxyprodukte und ein Dihydroxyprodukt 
identif iziert. Vom eingesetzten Edukt wurden 70% umgesetzt. 

25 
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Patentanspruche 

1. Cytochrom P450 Monooxygenase, welche zu wenigstens einer der 
5 folgenden Reaktionen befahigt ist: 

a) Oxidation gegebenenf alls substituierter N-, O- oder S-he- 
terocyclischer ein- Oder mehrkerniger armotischer Verbin- 
dungen ; 

10 b) Oxidation gegebenenf alls substituierter ein- oder mehr- 

kerniger Aromaten; 

c) Oxidation geradkettiger oder verzweigter Alkane und Al- 

kene; 

d) Oxidation gegebenenf alls substituierter Cycloalkane und 
15 Cycloalkene 

2. Monooxygenase nach Anspruch 1, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenasen bakteriellen Ursprungs. 

20 3. Monooxygenase nach Anspruch 2, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Amino- 
sauresequenz gemafl SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funk- 
tionelle Mutation in wenigstens einera der Amino saures equenz- 
bereiche 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 330-335, 352-356, 

25 73-82 und 86-88 aufweist. 

4 Monooxygenase nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 

sie wenigstens eine funktionelle Mutation in wenigstens einem 
der Sequenzbereiche 73-82, 86-88 und 172-224 aufweist. 

30 

5. Monooxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 

sie wenigstens eine der folgenden ein- oder mehrf achen Amino- 
sauresubstitutionen aufweist: 

35 a) Phe87Val; 

b) Phe87Val, Leul88Gln; oder 

C ) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 



40 



sowie funktionale Aguivalente davon. 

6. Nukleinsauresequenz, kodierend fur eine Monooxygenase nach 
einem der vorherigen Anspriiche. 
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7. Expressionskonstrukt, enthaltend unter der genetischen Kon- 
trolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine kodierende Se- 
quenz, welche eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 6 um- 

f asst . 

5 

8. Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstrukt nach 
Anspruch 7 . 

9. Rekombinanter Mikroorganismus, trans formiert mit wenigstens 
10 einem Vektor nach Anspruch 8. 

10. Mikroorganismus nach Anspruch 9, ausgewahlt unter Bakterien 
der Gattung Escherichia. 

15 11. Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation einer Verbindung 

gemafl der Definition von Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet r 
dass man 

al ) einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 9 oder 
20 10 in einem Kulturmedium, in Gegenwart eines exogenen 

Oder intermediar gebildeten Substrats, kultiviert; oder 
a2) ein Substrat-haltiges Reaktionsmedium mit einem Enzym 

nach einem der Anspruche 1 bis 5 inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt da- 
25 von aus dem Medium isoliert. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das 
exogene oder intermediar gebildete Substrat ausgewahlt ist 
unter 

30 



a) gegebenenfalls substituierten N-, 0- oder S-heterocycli- 
schen ein- oder mehrkernigen armotischen Verbindungen; 

b) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkernigen Aro- 
maten ; 

35 c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalke- 



nen. 



13 Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das 
40 " Substrat intermediar gebildetes Indol ist und man aus dem Me- 
dium das anfallende Indigo und/oder Indirubin isoliert, wel- 
ches durch Oxidation von intermediar gebildetem Indol erzeugt 
wurde . 

45 14. verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass man 
die indoloxidation durch Kultivierung der Mikroorganismen in 
Gegenwart von Sauerstoff bei einer Kultivierungstemperatur 
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von etwa 20 bis 40 °C und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 
durchf iihrt . 

15. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, dass man 
5 als exogenes Substrat wenigstens eine Verbindung, ausgewahlt 

unter den oben definierten Gruppen a) bis d) von Verbindun- 
gen f einem Medium zusetzt und die Oxidation durch enzymati- 
sche Umsetzung des substrathaltiges Mediums in Gegenwart von 
Sauerstoff bei einer Temperatur von etwa 20 bis 40 °C und ei- 
10 nem pH-Wert von etwa 6 bis 9 durchf iihrt, wobei das substra- 

thaltige Medium auBerdem bezogen auf das Substrat einen etwa 
10- bis 100-fachen molaren UberschuB an Reduktionsaquivalen- 
ten enthalt. 

15 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , dass man 
als exogenes Substrat eine Verbindung , ausgewahlt unter In- 
dol, n-Hexan, n-Octan, n-Decan f n-Dodecan, Cumol, 1-Methylin- 
dol, 5-C1- Oder Br-Indol, Inden, Benzothiophen, a-, fJ- und y- 
Idnon, Acridin, Naphthalin, 6-Methyl- oder 8-Methylchinolin, 

20 Chinolin und Chinaldin, einsetzt. 

17. Bioreaktor, umfassend ein Enzym nach einem der Anspriiche 1 
bis 5 oder einen rekombinanten Mikroorganismus nach einem der 
Anspriiche 9 oder 10 in immobilisierter Form. 

25 

18. Verwendung einer Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der 
Anspriiche 1 bis 5, eines Vektors nach Anspruch 8, oder eines 
Mikroorganismus nach Anspruch 9 oder 10 zur mikrobiologischen 
Oxidation von 

30 

a) gegebenenfalls substituierten N-, O- oder S-heterocyclx- 
schen ein- oder mehrkernigen armotischen Verbindungen ; 

b) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkernigen Aro- 
maten; 

35 c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; und/ 

oder 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalke- 
nen. 

40 19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Herstellung von Indigo und/ 
oder Indirubin. 



45 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Neue Cytochrom P450 Monooxygenasen und deren Verwendung zur 
Oxidation von organischen Substraten 

<130> M/40241 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 3150 

<212> DNA 

<213> Bacillus megaterium 

<220> 
<221> CDS 
<222> (4). -(3150) 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 
Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
1 5 10 15 

aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 
Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 

20 25 30 

at . t gcg gat gaa tta gga gaa ate ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 
He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 192 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 
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96 



144 



gaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 

gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 
Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
80 * 85 90 95 



240 



288 
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tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 336 
Trp Lys Lys Ala His Asn lie Leu I*eu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 110 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gec gtg cag ctt gtt 384 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val 
115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 432 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 480 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 
Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr 
160 165 170 175 



agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac aag ctg cag cga gca 
Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 
Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 
Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 
210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 
Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 

gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg 
240 245 250 255 

tat caa att att aca ttc tta att gcg gga cac gaa aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin lie lie Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 



ctt tta tea ttt gcg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 

Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 

Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 

290 295 300 



576 



624 



672 



720 



768 



864 



912 
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age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc ggc atg gtc tta aac 9 60 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 

gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 1056 
Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 
340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt gat aaa aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp 
355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 1200 
Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 
Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 
Asp lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 
Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 

gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gca gaa aac get cat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 

acg ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 
Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
480 485 490 495 

acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 1536 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 
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cag gtc gca acg ctt gat tea cac gca gga aat ctt ccg cgc gaa gga 1584 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ccg cct gat aac 1632 
Ala Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 1680 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 

aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
560 565 570 575 

act acg tat caa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gee get 1776 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 1824 
Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 1872 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 1920 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 

tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ccg ctt 1968 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 



gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 

Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 

660 665 670 

ctt caa cag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu 

675 680 685 

ctt cca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 

Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He 

690 695 700 

cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 

705 710 715 



2016 



2064 



2112 



2160 
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cta gat gca tea cag caa ate cgt ctg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 

get cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 2256 
Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

tac gtg gag ctt caa gat cct gtt acg cgc acg cag ctt cgc gca atg 2304 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

get get aaa acg gtc tgc ccg ccg cat aaa gta gag ctt gaa gec ttg 2352 
Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 

ctt gaa aag caa gee tac aaa gaa caa gtg ctg gca aaa cgt tta aca 24 00 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 



atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 

800 805 810 815 

gaa ttt ate gee ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 

Glu Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie 
820 825 830 



2448 



2496 



tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 2544 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 

835 840 845 

gtt gtc tea gga gaa gcg tgg age gga tat gga gaa tat aaa gga att 2592 

Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He 
850 855 860 

gcg teg aac tat ctt gee gag ctg caa gaa gga gat acg att acg tgc 

Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 
865 870 875 

ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cct gaa 

Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 

880 885 890 895 

acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 2736 

Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 

900 905 910 



2640 



2688 



ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 



2784 
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gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 2832 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 



ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gec caa age gaa ggc ate att acg 2 880 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 



ctt cat acc get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2 928 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 



cag cac gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 2 976 
Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 

caa gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 3024 
Gin Gly Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 



gee gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 3072 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 3120 

Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 3150 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



<210> 2 
<211> 1048 
<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 
<400> 2 

Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 
20 25 30 

Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 
35 40 45 



Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 
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Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 

85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 
100 105 HO 

Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu Asp 
130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 " 150 155 160 

Ara Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr Ser 
165 "0 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 
180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 230 235 240 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg Tyr 
245 250 255 

Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly Leu 
260 265 270 

Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
275 280 285 



Lys Ala Ala Glu Glu 



Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 



290 295 300 

Tvr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
305 310 315 320 

Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 
325 330 335 



* 
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Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 

Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp Gly 
355 360 365 

Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 
370 375 380 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 

lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
435 440 445 

Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 470 475 480 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 
485 490 495 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 
500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 

Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
545 550 555 560 

Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 
565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 
580 585 590 



Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 
595 600 605 
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Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 
610 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 
625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 
645 650 655 

Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 
660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 
675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 
690 695 700 

Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 ~ 710 715 720 

Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 
725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu . Glu Leu Leu Gin Tyr 
740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 
805 810 815 

Phe He Ala Leu Leu Pro Ser He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He Ser 
820 825 830 

Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser Val 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He Ala 
850 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys Phe 
865 870 875 880 
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Ile Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 

Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 
900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr Leu 
930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr Leu 
945 950 955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 

His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 
980 985 990 

Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 



Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 



<220> 

<223> Description of the synthetic sequence; PCR primer 
<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 



<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 



<220> 

<2 23> Description of the synthetic sequence: PCR primer 
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<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 



30 



<210> 5 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 
<220> 

<223> Description of the synthetic sequence: PCR primer 
<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 34 

<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 
<220> 

<223> Description of the synthetic sequence: PCR primer 
<400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg 30 

<210> 7 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 
<220> 

<223> Description of the synthetic sequence: PCR primer 



<220> 

<223> Description of the synthetic sequence: PCR primer 
<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 

<210> 9 

<211> 1049 

<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 



<400> 7 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



41 



<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> Synthetic sequence 



♦ 
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<400> 9 

Met Thr lie Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
15 10 15 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 
20 25 30 

lie Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu lie Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 80 

Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 

85 90 95 

Trp Lys Lys Ala His Asn lie Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 
100 105 HO 

Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala yal Gin Leu Val 

115 120 125 ..... 

Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His lie Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 160 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 
165 170 175 

Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 
180 185 190 

Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 215 220 

Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 240 

Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn lie Arg 
245 250 255 



Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 



tM 8 
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Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 

Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 320 

Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
325 330 335 

Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 
340 345 350 

Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 
355 360 365 

Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 



Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 



390 395 400 



Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
405 410 415 

Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 445 

Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 



Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 



470 475 480 



Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
485 490 495 . 

Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 



# 
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Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 560 

Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
565 570 575 

Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 

Lys Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
595 600 605 

Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 640 

Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met: Pro Leu 
645 650 655 

Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 
675 680 685 

Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie 
690 695 700 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 720 

Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
725 730 735 

Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 

Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 

Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 800 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
805 810 815 



# 
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Glu Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie 
820 825 830 

Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser 
835 840 845 

Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie 
850 855 860 

Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 
865 870 875 880 

Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
885 890 895 

Thr Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 

Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 

Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro , His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 960 

Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
965 970 975 

Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 

Gin Gly Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1005 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 1040 



Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 



0** 
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D(5-HI2E) E(10-C2D2, I0-C4D4, 10-C4D5, 11 -M) 1 


USE 

The method is esp. used to oxidise fatty acids,producing parti c. 
hydroxy-fatty acids and long chain dicarboxylic acids. 

ADVANTAGE 

Oxidn. of the substrate is regioselective (hydroxylation at (sub) 
terminal C, with further oxidn. if the process is continued) and 
provides g(x>d yields in a simple procedure. Hydroxylation is much 
(e.g. 20 times) quicker than in systems contg. (I) only. 

PREFERRED METHOD 

(1) are of the CYP52 family and (11) is the Candida maltosa 
enzyme. The two components are esp. simultaneously expressed by S. 
cerevisiae transformed with the new vector. Partic. both genes are 
controlled by the same promoter, resulting in a 1:3 ratio of (I):(N) 
which provides the best yield of hydroxy lated prod.. 

The substrate is reacted in a yeast cell homogenate (essential for 
alkanes) or cell suspension, and pref. is supplied as a soln. in organic 
(partic. alcoholic) soln. Reaction is at 30-40° C and is generally 

IWO 9627678-A+ 


Hydroxylation of long chain alkanes, fatty acids and other alkyl cpds. 
comprises treatment with a monooxygenase system comprising 
cytochrome P450 (I) and NADPH-cytochrome P450-reductase (II). 

Also new is a vector for genetic modification of Saccharomyces 
based on the YEp51 vector and contg.: 

(a) DNA for (II) between Sail and BamHI restriction sites; and 

(b) a second expression cassette (at a Nrul site) contg. the GALIO 
promoter, (I)-encoding sequence and the ADH7 terminator. 



complete in one hour. 

PREPARATION 

YEp5 1 having the (II) gene inserted at Sall-BamHI sites was 
modified by incorporation at the Nrul site of a linker that introduces 
unique AscI and Natl sites. The vector pUCBM2-P450, contg. the 
GAL 1 0 promoter (amplified from YEp5 1 ), the ADH 1 terminator and 
the cDNA for P450 cml or cm2, was digested with AscI and NotI, 
and the fragment inserted into the corresponding sites of the modified 
YEp51 to produce expression vectors, e.g. YEp5I cm2-R, functional 
in S. cerevisiae GRF18. 

EXAMPLE 

An induced culture of S. cerevisiae transformed with YEp5 1 cm2- 
R was incubated with (per ml) 200 nmole l-I4C-labelled lauric acid. 
After 15 mins., the cells and supernatant were sepd., extd. and 
analysed by TLC to indicate (from radioactivity distribution) 35% 
hydroxylauric acid; 15% dodecanedioic acid (HI) and 50% 
unconverted lauric acid, with 80% of prods, in the supernatant and 
83% of residual starting material in the cell pellet. 

When reaction was allowed to proceed for 90 mins., complete 
conversion of lauric acid was achieved with (III) being the main prod. 



No conversion was observed when using cells transformed with 
YEp51only. (GS3). 
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